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1. Einleitung

1.1. Problemstellung

Kopf-Hals-Tumoren stellen mit weltweit geschatzt mehr als 650.000 Neuerkrankungen und
350.000 Todesfallen pro Jahr die sechst gro3te Tumorentitat dar (Thornton, Pedraza-Alva
et al. 2008, Ferlay, Shin et al. 2010). 90 % dieser heterogenen Gruppe sind histologisch
betrachtet Plattenepithelkarzinome (HNSCC = head and neck squamous cell carcinoma)
(Dobrossy 2005). Bezuglich ihrer Lokalisation unterscheidet man als Hauptuntergruppen
HNSCC der Mundhohle, des Oropharynx, des Hypopharynx, des Nasopharynx und des
Larynx.

HNSCC sind nicht nur im Hinblick auf Prognose und Sterberate, sondern vor allem auch
aufgrund der eingeschrankten Lebensqualitat eine sehr schwere Tumorerkrankung.
Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren leiden in ca. 70 % an starken Tumorschmerzen — die
hochste Pravalenz unter den malignen Erkrankungen (van den Beuken-van Everdingen,
de Rijke et al. 2007). Ebenso stellen vor allem eingeschranktes Sprechvermogen,
Schlucken, Nahrungsaufnahme und eingeschrankte zwischenmenschliche Beziehungen
schwere krankheits- und therapieassoziierte Probleme dar (Bjordal, Ahlner-Elmqvist et al.
2001).

Trotz der Fortschritte in Chirurgie und Bestrahlung sowie dem Einsatz systemischer
Therapeutika und neuartiger Biologika, sind die Uberlebensraten immer noch schlecht. So
liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Lymphknoten-positiven HNSCC nach Operation und
adjuvanter Radiotherapie bei 43,2 % (Lavaf, Genden et al. 2008).

Lokale oder regionale Rezidive in einem vormals bestrahlten Tumorgebiet sind haufige
Ereignisse bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs (Strojan,
Corry et al. 2015). Bezogen auf eine Meta-Analyse hinsichtlich des Einsatzes von
Radiochemotherapie bei Kopf-Hals-Tumoren (Blanchard, Baujat et al. 2011) lagen die
Raten von lokalen oder regionalen Rezidiven bei ca. 50 % in einem Zeitraum von funf
Jahren nach einer Radiochemotherapie bzw. 60 % nach alleiniger Bestrahlung.
Fernmetastasen traten dabei unter 20 % auf.

Bei Glioblastomen konnte gezeigt werden, dass eine subletale Bestrahlung Migration und
Invasion von Gliomzellen hervorrufen kann (Wild-Bode, Weller et al. 2001). Diese
Migration ist Epidermal growth factor receptor (EGFR)-abhangig und kann durch eine
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spezifische Blockade inhibiert werden (Rappl, Piontek et al. 2008). Unsere Arbeitsgruppe
konnte eine EGFR-vermittelte, strahleninduzierte Migration bei Zelllinien von Kopf-Hals-
Tumoren nachweisen, die durch eine Blockade des EGF-Rezeptors und nachgeschalteter
Signalwege unterdrickbar ist (Pickhard, Margraf et al. 2011). Generell spielt der EGF-
Rezeptor eine tragende Rolle in der Pathogenese des HNSCC. Amplifizierte EGFR-
Genprodukte und Uberexpression des EGF-Rezeptors finden sich in (iber 90 % der
HNSCC (Grandis and Tweardy 1993). Ebenso konnen der EGF-Rezeptor und
nachgeschaltete Signalwege wie der AKT/Proteinkinase B-Signalweg oder der mitogen
activated protein kinase (MAPK)-Signalweg durch Stresssignale wie Bestrahlung
hochreguliert werden (Dent, Yacoub et al. 2003). Cetuximab (Erbitux®), ein monoklonaler
Antikorper und Inhibitor des EGFR hat daher als erstes Biologikum Eingang in die
Therapie des lokal fortgeschrittenen HNSCC und bei Tumorrezidiven gefunden. Viele
weitere Tyrosinkinase-Inhibitoren stehen in klinischen Studien in Erprobung (Kundu and
Nestor 2012). Die Identifikation von Signalwegen, die Tumorwachstum und
Tumoruberleben sowie Invasionsverhalten und Migration fordern, ist dabei fur die
Entwicklung spezifischer Inhibitoren von zentraler Bedeutung.

In einigen Arbeiten wurde der Glykogen Synthase Kinase 3p (GSK3p) eine zentrale
Funktion als Tumorsuppressor in oralen SCC zugeschrieben (Mishra 2010). Far inhibiertes
GSK3p und damit aktives Wnt-g-catenin signaling wird eine Rolle in der Invasions- und
Migrationssteuerung von oralen Kopf-Hals-Tumoren propagiert (lwai, Yonekawa et al.
2010).

In den vergangenen Jahren wurden fur Tumorrezidive und mangelndes Ansprechen auf
Radiochemotherapien eine kleine Subpopulation von Tumorzellen verantwortlich gemacht,
die sogenannten Krebsstammzellen. Diese sind durch das Potential charakterisiert, die
Tumorzellpopulation aufrecht zu erhalten, Metastasen zu generieren und Resistenzen
gegenuber Radiochemotherapie-Regimen zu entwickeln (Allegra and Trapasso 2012).
2006 wurde schlieRBlich auch bei HNSCC eine CD44 positive Subpopulation von
Tumorzellen mit Stammzellcharakter entdeckt (Prince, Sivanandan et al. 2007).
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1.2. Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich

1.2.1. Epidemiologie

Die weltweite Neuerkrankungsrate fur Kopf-Hals-Tumoren wird auf uber 650.000 Falle pro
Jahr beziffert (Ferlay, Shin et al. 2010). Mindestens 85 % der Tumore machen
Plattenepithelkarzinome aus, der Rest setzt sich aus Sarkomen, Melanomen und
Lymphomen zusammen (Kundu and Nestor 2012). Die Inzidenzen schwanken dabei von
24/100.000 Einwohnern in Melanesien bis 2/100.000 in Ostasien (Jemal, Bray et al. 2011).
Die extrem hohe Inzidenz in Melanesien wird dabei auf das dort verbreitete Kauen von
Kautabak aus Samen und Blattern der Betelpflanze zuruckgefuhrt (Tovosia, Chen et al.
2007).

Nach den neuesten Daten des Robert Koch-Instituts liegen bezuglich der Inzidenz die
malignen Erkrankungen des Kopf-Hals-Bereichs bei Mannern in Deutschland an vierter
Stelle (nach Prostata, Lunge und Darm) und bei Frauen an 15. Stelle. In Hinblick auf die
Krebsmortalitat stehen sie an sechster Stelle bei Mannern und an 17. Stelle bei Frauen
(Robert-Koch-Institut 2013). So betrug die altersstandardisierte Inzidenz im Jahr 2010 24,2
Falle pro 100.000 Einwohner bei Mannern und 6,7 Falle pro 100.000 Einwohner bei
Frauen. Die Inzidenzen haben sich in den westlichen Landern in den letzten 30 Jahren,
was die Karzinome des Oropharynx betrifft — im besonderen Zungenbasis und Tonsillen —
fast verdreifacht, was auf eine erhohte Infektion mit Humanen Papillomviren (HPV) der
Hochrisikogruppe zuruckgefuhrt wird (Hammarstedt, Lindquist et al. 2006).

Das Verhaltnis von Mannern zu Frauen betragt ungefahr 7:1 bei Larynxkarzinomen, bei
Tumoren der Mundhohle und des Rachens weniger als 3:1. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt fur Kehlkopfkrebs bei 66 Jahren bei Mannern und bei 63 Jahren bei Frauen, fur
Karzinome des Rachens und der Mundhohle betragt es 61 Jahre beziehungsweise 65
Jahre. Frauen werden dabei haufiger in T1-Stadien diagnostiziert als Manner (40 % vs.
30 %). Die 5-Jahresuberlebensraten liegen bei Kehlkopfkrebs bei beiden Geschlechtern
um 65 %, bei Karzinomen des Rachens und der Mundhohle ist das 5-Jahresuberleben der
Manner mit 48 % deutlich schlechter als das der Frauen mit 61 % (Robert Koch-Institut
2013).
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1.2.2. TNM-Klassifikation und UICC-Stadien

Die Klassifikation von Tumoren beruht auf dem TNM-System bezuglich der anatomischen
Ausbreitung der Neoplasie und wurde von der UICC (Union internationale contre le
cancer) entworfen, der Internationalen Vereinigung gegen Krebs. Das TNM-System
besteht aus drei Komponenten: T steht fur die Ausbreitung und Gro3e des Primartumors,
N fur den eventuellen Befall regionaler Lymphknoten mit Tumorzellen, M fur das Fehlen
oder Vorhandensein von Fernmetastasen. Die Klassifikation kann klinisch z. B. mittels
bildgebender Verfahren oder chirurgischer Exploration erhoben werden (=cTNM, c flr
clinical) oder postoperativ histopathologisch erhoben werden (=pTNM, p fur pathological).
Der Zusatz R bezeichnet das Vorhandensein von residualem Tumorgewebe nach
Therapie, der Zusatz G beschreibt das Grading des Tumors, also den Grad von Atypien
und Entdifferenzierung des Tumorgewebes, und der Zusatz C (Certainty) spiegelt die
aufgrund der verwendeten klinischen Diagnostik erlangte Zuverlassigkeit der cTNM
Klassifikation wieder. Eine LymphgefalRinvasion oder Veneninvasion kann mit L bzw. V
angegeben werden, eine perineurale Invasion mit Pn. Zusatzlich kann ein Suffix m bei
multiplen Primartumoren angegeben werden, ein y, wenn die Klassifikation bereits unter
Therapie erfolgte, ein r, wenn es sich um einen Rezidivtumor handelt und ein a, wenn die
Klassifikation im Rahmen einer Autopsie erhoben wurde (Wittekind and Meyer 2010).

Die TNM-Klassifikation ist fur die meisten Karzinome des menschlichen Korpers
unterschiedlich. Bei den Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich gelten
unterschiedliche Klassifikationen in Abhangigkeit von der Lokalisation des ausgehenden
Primartumors. Tabelle 1 zeigt die UICC Kriterien fur T,N,M,R und G im Allgemeinen auf:

T Prmatumor

X Beurteilung nicht mdglich

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1-T4 Zunehmende Grole und/oder Ausdehnung des Primartumors
NX Beurteilung nicht moglich

NO Kein regionarer Lymphknotenbefall
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N1-N3 Zunehmender Befall regionarer Lymphknoten
‘ \% Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
‘ G Grading
GX Differenzierungsgrad nicht bestimmbar
G1 Gut differenziert
G2 MaRig differenziert
G3 Schlecht differenziert
G4 Undifferenziert
‘ R Tumorresiduen
RX Beurteilung von Tumorresiduen nicht moglich
RO Kein Residualtumor
R1 Mikroskopischer Residualtumor
R2 Makroskopischer Residualtumor

Tab. 1: Kriterien der TNM-Klassifikation, des Gradings und der Tumorresiduen
(Wittekind and Meyer 2010)

In Tabelle 2 finden sich die T-Stadien fur die einzelnen anatomischen Lokalisationen des
Primartumors (Lippe und Mundhohle, Nasopharynx, Oropharynx, Hypopharynx und
Larynx).

Lippe und Mundhohle

T Tumor <2 cm

T2 Tumor >2 cm aber <4 cm

T3 Tumor >4 cm

T4a Lippe Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen, den N. alveolaris inf., in

Mundhdhlenboden oder in Haut (Kinn oder Nase)

T4a Mundhohle  Tumor infiltriert durch kortikalen Knochen in dulRere Muskulatur der
Zunge (M. genioglossus, M. hyoglossus, M. palatoglossus und M.
styloglossus), Kieferhohle oder Gesichtshaut

T4b Lippe und Tumor infiltriert Spatium masticatorium, Processus pterygoideus oder
Mundhohle Schadelbasis oder umschliel3t die A. carotis int.




Nasopharynx

T Tumor auf den Nasopharynx begrenzt oder mit Ausbreitung auf den
Oropharynx und/oder Nasenhohle

T2 Tumor mit parapharyngealer Ausbreitung

T3 Tumor infiltriert Knochenstrukturen der Schadelbasis und/oder der
Nasennebenhdhlen

T4 Tumor mit intrakranieller Ausbreitung und/oder Befall von Hirnnerv(en),

Fossa infratemporalis, Hypopharynx, Augenhdhle, Spatium mastica-
torium

Oropharynx

T Tumor <2 cm

T2 Tumor > 2 cm aber <4 cm

T3 Tumor > 4 cm oder Ausbreitung zur lingualen Oberflache der Epiglottis

T4a Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Larynx, aul3ere
Zungenmuskulatur (s.o.), Lamina medialis des Proc. pterygoideus,
harten Gaumen oder Unterkiefer

T4b Tumor infiltriert Nachbarstrukturen wie M. pterygoideus lateralis,

Lamina lateralis des Proc. Pterygoideus, Schadelbasis oder
umschliel3t die A. carotis interna

Hypopharynx

T Tumor auf einen Unterbezirk des Hypopharynx begrenzt u./o. <2 cm

T2 Tumor infiltriert mehr als einen Unterbezirk des Hypopharynx oder
einen benachbarten Bezirk oder misst > 2cm und <4 cm ohne
Fixation des Hemilarynx

T3 Tumor > 4 cm oder Tumor mit Fixation des Hemilarynx

T4a Tumor infiltriert eine der folgenden Nachbarstrukturen: Schild-
/IRingknorpel, Zungenbein, Schilddrise, Osophagus, zentrale
Weichteile des Halses

T4b Tumor infiltriert pravertebrale Faszien, umschlief3t die A. carotis interna

oder infiltriert Strukturen des Mediastinums

Supraglottischer Larynx

T Tumor auf einen Unterbezirk der Supraglottis begrenzt mit normaler
Stimmlippenbeweglickeit
T2 Tumor infiltriert Schleimhaut von mehr als einem benachbarten

Unterbezirk der Supraglottis oder Glottis oder eines Areals aul3erhalb
der Supraglottis (z. B. Schleimhaut von Zungengrund, Vallecula,
mediale Wand des Sinus piriformis), ohne Fixation des Larynx




T3 Tumor auf den Larynx begrenzt, mit Stimmlippenfixation und/oder
Tumor mit Infiltration des Postkrikoidbezirks, des praepiglottischen
Gewebes und/oder geringgradiger Erosion des Schildknorpels (innerer
Kortex)

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich
aulRerhalb des Kehlkopfes aus, z.B. Trachea, Weichteile des Halses
eingeschlossen aullere Zungenmuskulatur, gerade Halsmuskulatur,
Schilddriise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Pravertebralraum, mediastinale Strukturen oder
umschlief3t die A. carotis int.

Glottis des Larynx

T Tumor auf Stimmlippe(n) begrenzt (und evil. vordere/hintere
Kommissur befallen) mit normaler Beweglichkeit der Stimmlippen. T1a
Tumor auf eine Stimmlippe begrenzt, T1b beide Stimmlippen befallen

T2 Tumor breitet sich auf Supraglottis und/oder Subglottis aus und/oder
Tumor mit eingeschrankter Stimmlippenbeweglichkeit

T3 Tumor auf Larynx begrenzt mit Stimmlippenfixation und/oder Invasion
der Postkrikoidgegend und/oder des praepiglottischen Gewebes
und/oder des paraglottischen Raumes mit geringgradiger Erosion des
Schildknorpels

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich
aullerhalb des Kehlkopfes aus: Trachea, Halsweichteile, aullere
Zungenmuskulatur, gerade Halsmuskulatur, Schilddrise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Pravertebralraum, Mediastinum oder umschlief3t
die A. carotis int.

‘ Subglottischer Larynx

T Tumor auf die Subglottis begrenzt

T2 Tumor breitet sich auf eine oder beide Stimmlippen aus (mit normaler
oder eingeschrankter Beweglichkeit)

T3 Tumor auf Larynx begrenzt mit Stimmlippenfixation

T4a Tumor infiltriert durch den Schildknorpel und/oder breitet sich

aullerhalb des Kehlkopfes aus: Trachea, Halsweichteile, aullere
Zungenmuskulatur, gerade Halsmuskulatur, Schilddrise, Osophagus

T4b Tumor infiltriert den Pravertebralraum, Mediastinum oder umschlief3t
die A. carotis int.

Tab. 2: Bedeutung der Tumorausbreitung bezogen auf die anatomische Lokalisation
des Primartumors (Wittekind and Meyer 2010)

20



Regionare Lymphknoten Lippe und Mundhdhle, Oropharynx, Hypopharynx, Larynx

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in solitarem ipsilateralem Lymphknoten <3 cm

N2a Metastase(n) in solitarem ipsilateralem Lymphknoten > 3 cm < 6 cm
N2b Metastasen in multiplen ipsilateralen Lymphknoten <6 cm

N2c Metastasen in bilateralen oder kontralateralen Lymphknoten <6 cm
N3 Metastase(n) in Lymphknoten > 6 cm

Regionare Lymphknoten Nasopharynx

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Unilaterale Metastase(n) in Halslymphknoten und/oder uni- oder
bilaterale Metastase(n) in retropharyngealen Lymphknoten oder der
Supraklavikulargrube < 6 cm

N2 Metastase(n) in bilateralen Lymphknoten uber der
Supraklavikulargrube < 6 cm

N3 Metastase(n) in Lymphknoten > 6 cm (N3a) oder Ausdehnung in die

Supraklavikulargrube (N3b)

Tab. 3: Bedeutung des Lymphknotenstatus abhangig von der anatomischen
Lokalisation des Primartumors (Wittekind and Meyer 2010)

\ UICC-Stadium T N M
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1 NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium Il T1, T2 N1 MO

T3 NO, N1 MO

Stadium IVa T1, T2, T3 N2 MO
T4a NO, N1, N2 MO

Stadium IVb T4b Jedes N MO
Jedes T N3 MO

Stadium IVc Jedes T Jedes N M1

Tab. 4: UICC-Stadieneinteilung (Wittekind and Meyer 2010)
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Tabelle 3 gibt die Bedeutung des N-Stadiums bezogen auf die anatomischen
Ursprungsorte des Primartumors wieder.
Tabelle 4 ordnet die TNM-Klassifikation den einzelnen UICC-Stadien zu.

1.2.3. Atiologie und Risikofaktoren

Im Laufe der Jahre wurden viele Risikofaktoren identifiziert, die in unterschiedlichem
Ausmal zur Entwicklung eines HNSCC beitragen konnen. Als die beiden
Hauptrisikofaktoren gelten Rauchen und der Konsum von Alkohol. In einer schwedischen
Fall-Kontroll-Studie (Lewin, Norell et al. 1998) unter Mannern wurde ein alters- und
alkoholadjustiertes Relatives Risiko (RR) von 4 fur Personen, die jemals geraucht haben,
ermittelt und fir momentane Raucher ein RR von 6,5. Das Relative Risiko ist davon
abhangig, wie lange man geraucht hat und wie grof® der tagliche Tabakkonsum war. So
lag das RR fur Manner die bereits mehr als 20 Jahre nicht mehr Tabak konsumierten bei
0,9. Das Relative Risiko einen Kopf-Hals-Tumor bei regelmaRigem Konsum von Alkohol
zu entwickeln, ist abhangig von der taglichen Aufnahmemenge an Alkohol: So lag das RR
(adjustiert an Alter und Rauchverhalten) fur Alkohol alleine, bei einer taglichen
Einnahmemenge unter 10 g bei 1,0, uber 20 g bei 2,7 und uber 50 g bei 5,5. Die
Kombination von dauerhaftem Tabakkonsum und hohem Alkoholkonsum (> 20 g/d) fuhrte
zu einer annahernden Multiplikation der Einzel-RRs und einem Gesamt-RR von 22,1.
Dennoch sind 15-20 % der Kopf-Hals-Tumoren unabhangig von einer zuruckliegenden
Tabak- und Alkoholeinnahme (Gillison and Shah 2001).

Wahrend in den USA und westlichen Landern aufgrund eines Ruckgangs des
Rauchverhaltens auch die Inzidenz von HNSCC im Larynxbereich deutlich zurickging,
gab es in den letzten Jahren einen beachtlichen Anstieg an Tonsillenkarzinomen (4 % pro
Jahr) und an Zungengrundkarzinomen (2 % pro Jahr) (Sturgis and Cinciripini 2007). Diese
Patientengruppe ist junger und zeigt ein verbessertes Ansprechen auf Therapie und
bessere Uberlebensraten (Upile, Jerjes et al. 2012). Die Verbindung zwischen diesen
Beobachtungen und der vermehrten Detektion von onkogenen humanen Papillomviren in
diesen Tumoren gibt starke Anhaltspunkte auf eine kausale virale Genese dieser Tumore
durch HPV ahnlich den Beobachtungen beim Cervixkarzinom (Hammarstedt, Lindquist et
al. 2006, D’Souza, Kreimer et al. 2007).
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N
20%
HPV+

hochgradige niedriggradige

v.a. Oropharynx chromosomale chromosomale
v.a. wt TP53 Instabilitit Insabilitat
gunstigere Prognose

Veranderungen
Meist diploid
v.a. wt TP53

gunstigere Prognose

Veranderungen
Oft aneuploid
v. a. mutiertes TP53
Ungunstigere Prognose

Abb. 1: Subgruppen des HNSCC, modifiziert nach Leemans, Braakhuis et al. 2011

So waren oropharyngeale Tumoren bei einem odds ratio (OR) von 14,6 mit einer HPV-16
Infektion assoziiert. In 72 % der Falle konnte HPV-16 DNA detektiert werden und 64 %
waren entweder fur E6 oder E7 oder fur beide onkogenen Proteine seropositiv. Ebenso
war eine hohe Anzahl an Vaginalsex-Partnern (OR=3,1) und Oralsex-Partnern (OR=3,4)
mit einem Oropharynxkarzinom assoziiert (D’'Souza, Kreimer et al. 2007). Aus diesen
Beobachtungen und durch Genom-Analysen konnte gezeigt werden, dass es mindestens
drei Subgruppen von HNSCC gibt (vergleiche Abbildung 1): HPV+ HNSCC und HPV-
HNSCC mit hochgradiger oder niedriggradiger chromosomaler Instabilitat (high and low
CIN) (Leemans, Braakhuis et al. 2011).

Des Weiteren sind schlechte  Mundhygiene, schlechter Zahnstatus und
Mangelernahrungszustande weitere Faktoren, die eine Entstehung von Kopf-Hals-
Tumoren begunstigen koénnen. Ebenso kann eine gehaufte Sonnenexposition
Lippenkarzinome triggern (Dobrossy 2005). Aufderdem treten HNSCC bei familiaren und
genetischen Syndromen gehauft auf: So gelten HNPCC (Hereditare Nichtpolypose
Coloncarzinome), das Li-Fraumeni-Syndrom, die Fanconi Anamie und die Ataxia

teleangiectasia als weitere Risikofaktoren (Argiris, Karamouzis et al. 2008).
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1.2.4. Molekularpathologie

Makroskopische Vorlauferlasionen im Mund-Rachen-Raum wie Leukoplakie oder
Erythroplakie konnen bereits Hinweise auf das Vorliegen einer Prakanzerose oder eines
HNSCC liefern. Haufig befinden sich diese Vorlauferlasionen bei Kopf-Hals-Tumoren an
nicht einsehbaren Lokalisationen, in den meisten Fallen jedoch sind derartige genetisch
veranderte und dysplastische Tumorzellen makroskopisch gar nicht erst sichtbar. Nach
dem Modell ,The Hallmarks of Cancer” nach Weinberg & Hanahan bendtigt eine Zelle
sechs veranderte Zellsignalwege um in eine Krebszelle zu transformieren: Unbegrenztes
Regenerationspotential, Entzug von pro-apoptotischen Faktoren, eigenstandige
Aufrechterhaltung von Wachstumssignalen, Abschottung von wachstumsinhibierenden
Signalen, Invasion und Migration sowie vermehrte Angiogenese (Hanahan and Weinberg
2000). Dies ist bei HNSCC Tumoren nicht anders. In den letzten Jahren wurden zahlreiche
Tumorgene und dadurch veranderte Zellsignalwege bei Kopf-Hals-Tumoren identifiziert,
die dazu beitragen, dass eine Epithelzelle maligne transformiert. Nach dem Modell der
Jfield cancerization” bildet eine Progenitorzelle oder adulte Stammzelle, sobald sie eine
oder mehrere genetische Veranderungen (u.a. tumor protein 53) angehauft hat, einen
sogenannten ,patch®, also einen Flecken im Epithel mit genetisch veranderten
Tochterzellen. Indem dieser patch Wachstumsvorteile generiert oder sich der normalen
Wachstumskontrolle entziehen kann, expandiert der patch in ein sogenanntes Feld (field).
In diesem Feld kann sich nun ein Subklon der field-Zellen durch Anhaufung weiterer
Mutationen zu einem invasiven Tumor entwickeln. Das mit Mutationen angehaufte Feld
bleibt am Rande des Tumors liegen und dabei oft aulerhalb der Resektionsgrenzen des
Tumors nach einer Operation. Aus diesen genetisch veranderten Zellen kann sich durch
neue Mutationen ein neues Karzinom entwickeln. Dies gilt als ein moglicher Grund fur das
haufige Auftreten lokaler Rezidive oder sekundar maligner Tumoren nach Therapie

(Leemans, Braakhuis et al. 2011).
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Abb. 2: Modell der Karzinogenese fur das HNSCC modifiziert nach Leemans,
Braakhuis et al. 2011. Dargestellt sind die onkogenen Proteine E6 (inaktiviert p53)
und E7 (inaktiviert RB) fiir HPV+ HNSCC, und die Chromosomen/Genmutationen
sowie Signalmolekilveranderungen bei HPV- HNSCC. Die drei entscheidenden
Schritte beinhalten dabei die Konversion einer einzelnen mutierten Stammazelle in
einem Patch in eine Gruppe von Stammzellen ohne Wachstumskontrolle (field), die
Transformation eines Feldes in ein Karzinom mit invasivem Wachstum und die
Entwicklung von Metastasen.

Abbildung 2 stellt die Entwicklung der Field Cancerization zum Tumor mit den haufigsten
genetischen Mutationen und Signalwegsveranderungen dar.

Wichtige Gene sind dabei TP53 (in 60-80 % mutiert), ektope Telomerase Reverse
Transcriptase (TERT) - Expression (in >80 % der HNSCC erhoht), erhohtes CCND1
(codiert Cyclin D1 und in >80 % amplifiziert), verloren gegangenes CDKNZ2A (codiert fur
p16™“* auf Chr.9p21) mit Folge von deregulierter zelluldrer Proliferation. Ebenso wird
haufig eine Uberexpression des EGFR-Signalweges detektiert, was zu einer vermehrten
Aktivierung des AKT-Signalwegs, des MAPK-Signalweges oder einer erhohten CCND1-
Expression filhren kann. Zudem wird haufig eine Uberexpression von MET und eine
Herunterregulierung des Transforming growth factor receptor B (TGF) - Rezeptors
gefunden. Mutationen des PIK3CA Gens, die zu einer erhohten Phosphoinositid-3-kinase
(PI3K) - Aktivitat und damit zu einem erhohten AKT-Signaling fuhren, bzw. eine
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inaktivierende Mutation von phosphatase and tensin homolog (PTEN) sind haufige
Beobachtungen (Leemans, Braakhuis et al. 2011). Des Weiteren kann eine Inaktivierung
von Notch und eine Amplifikation oder Uberexpression von tumor protein 63 (TP63) an der
fehlenden terminalen Differenzierung von HNSCC-Tumorzellen beteiligt sein (Rothenberg
and Ellisen 2012).

1.2.6. Therapie

Die Therapie des HNSCC ful3t auf drei Saulen: Chirurgie, Bestrahlung und systemischer
Therapie, also Therapie mit Chemotherapeutika bzw. neuen Inhibitoren wie Cetuximab.
Das therapeutische Management ist kompliziert und bendtigt einen multidisziplinaren
Ansatz aus  Onkologen, Strahlentherapeuten,  HNO-Chirurgen,  Mund-Kiefer-
Gesichtschirurgen und plastischen Chirurgen sowie die Einbeziehung von Psychologen,
Sozialarbeitern und Sprachtherapeuten (Vermorken and Specenier 2010). In den frihen
Stadien | und Il sind Chirurgie oder Strahlentherapie alleine die Therapien der Wahl mit
vergleichbaren Heilungsraten zwischen 60 und 90 %, abhangig von Tumorlokalisation und
Erkrankungsausmal} (Vermorken and Specenier 2010). Eine elektive funktionelle ,neck
dissection® der ipsilateralen, zervikalen Lymphknoten ist eine Standardprozedur bei
Patienten mit hohem Risiko fur okkulten Lymphknotenbefall (Argiris, Karamouzis et al.
2008). In den Stadien Il und IV erhalten Patienten, die operabel sind, eine postoperative
Bestrahlung oder — bei hohen Risikofaktoren (R1, extrakapsulare Ausdehnung etc.) eine
postoperative Radiochemotherapie mit einem platinhaltigen Medikament. Diese ist
ebenfalls Therapiestandard bei nicht operablen Tumoren (Licitra, Felip et al. 2009). Eine
Metaanalyse konnte =zeigen, dass die Addition von Chemotherapie bei lokal
fortgeschrittenen Tumoren einen absoluten 5-Jahres-Benefit von 4,5 % im Uberleben
bringt (Blanchard, Baujat et al. 2011). Eine Induktionschemotherapie mit einem
Taxan/Platin-Schema gefolgt von Radiochemotherapie ist in Studien Platin/Fluoruracil-
Schemata Uberlegen, aber noch nicht Standard (Gregoire, Lefebvre et al. 2010). Falls in
lokal fortgeschrittenen Stadien nur bestrahlt wird, scheint die Kombination aus Bestrahlung
und Cetuximab der alleinigen Bestrahlung hinsichtlich dem Uberleben Uberlegen zu sein
(49 Monate vs. 29,3 Monate) (Bonner, Harari et al. 2006). Bei Tumorrezidiven oder einem
Zweittumor mussen die Patienten selektiert werden: Besteht die Moglichkeit zur Operation,
betragt das 5-Jahresuberleben ca. 39 %, bei Bestrahlung das 2-Jahresuberleben
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zwischen 10 und 30 % (Strojan, Corry et al. 2015). Fur die meisten Patienten mit
Rezidiven sowie beim Auftreten von Fernmetastasen besteht jedoch eine palliative
Situation und damit kommt nur noch der Einsatz von Chemotherapie in Frage. Fur
Patienten mit einem guten Allgemeinzustand wird hierbei als Mittel der Wahl eine
Kombination von Cetuximab mit Cisplatin oder Carboplatin plus 5-Fluoruracil (5-FU)
verwendet (Gregoire, Lefebvre et al. 2010), denn es konnte gezeigt werden, dass das
mediane Uberleben durch die zusatzliche Gabe von Cetuximab zur Platin/5-FU-
Chemotherapie signifikant hoher ist als die alleinige Chemotherapie (7,4 Monate vs. 10,1
Monate) (Vermorken, Mesia et al. 2008). Fur Patienten, die eine Polychemotherapie nicht
tolerieren, kann eine Monotherapie, z. B. mit wochentlichem MTX angesetzt werden
(Gregoire, Lefebvre et al. 2010).

Bei all den Therapieoptionen ist es wichtig, die akuten und spaten Komplikationen der
Therapie im Blick zu behalten: Mukositis, Dysphagie, Heiserkeit, Schilddrusendysfunktion,
Stenosen des Osophagus oder der Carotiden und Xerostomie sind nur einige Beispiele,
welche die Lebensqualitdt des Patienten beeintrachtigen und viele soziale und

psychologische Probleme hervorrufen konnen (Argiris, Karamouzis et al. 2008).

1.2.7. Prognosefaktoren

Die Prognose von Patienten mit einem HNSCC ist vor allem von dem UICC-Stadium der
Erkrankung abhangig, in welchem sie diagnostiziert wird. Dabei ist nicht nur das
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen ein Prognosefaktor, sondern auch die
Anzahl und die extranodale Ausbreitung (Leemans, Braakhuis et al. 2011). Ein niedriger
Hb-Spiegel, knappe Tumorabsetzungsrander, R1-Status, Kapseldurchbruch der
Metastasen, N3-Status und eine Lymphangiosis carcinomatosa fuhren zu einer schlechten
Prognose (Lehnerdt, Hoffmann et al. 2010). Ebenso ist ein niedriger Differenzierungsgrad
und eine unregelmallige Tumorinvasionsfront mit schlechterer Prognose verbunden
(Lehnerdt, Hoffmann et al. 2010).

Bei oropharyngealen Tumoren konnte gezeigt werden, dass der negative HPV-Status und
der Tabakkonsum mit einer deutlichen Prognoseverschlechterung einhergeht, wobei die
beiden Marker potenziell sogar mehr Aussagekraft haben als der reine TNM-Status (Ang,
Harris et al. 2010). Ebenso ist in dieser Studie ein Alter >50 Jahre und die nicht-weil3e
Bevilkerung mit einer schlechteren Uberlebensrate bei Oropharynxkarzinomen
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vergesellschaftet (Ang, Harris et al. 2010). Auf molekularer Ebene gilt das Vorhandensein
eines wild-typ TP53 als positiver Prognosefaktor; p16 Deletionen, EGFR-Uberexpression
und hohe VEGF-Spiegel sind negative Pradiktoren (Lehnerdt, Hoffmann et al. 2010).
Ebenfalls fuhrt eine erhohte Expression von Aurora Kinase A-mRNA zu schlechterem
Uberleben (Reiter, Gais et al. 2006).

1.3. Der Epidermal Growth Factor Rezeptor und nachgeschaltete Signalwege

1.3.1. Rezeptortyrosinkinasen und der EGF-Rezeptor

Erhohte Level des EGFR sind frihe Marker in der Karzinogenese von HNSCC und in Uber
90 % der Tumore zu finden (Grandis and Tweardy 1993). Eine Aktivierung dieses
Rezeptors fuhrt zu zahlreichen nachgeschalteten Signalwegen in der Zelle, die das
Zellwachstum und Zelluberleben fordern, Proteinbiosynthese und den Zellzyklus
beeinflussen und Migration begunstigen (Dutta and Maity 2007). Auf Grund dieser
tumorigenen Eigenschaften wurden Anstrengungen unternommen, pharmakologische
Angriffspunkte gegen diesen Rezeptor zu finden. Im Jahr 2004 erhielt der gegen den
EGFR gerichtete monoklonale Antikorper Cetuximab die Zulassung zur Behandlung von
Kolorektalen Karzinomen und spater von Kopf-Hals-Tumoren durch die FDA (Lemmon
and Schlessinger 2010). Generell spielt die Inhibition dieser Rezeptorfamilie eine tragende
Rolle in der Krebstherapie. Bisher erhielten folgende molekulare Inhibitoren und
monoklonalen Antikorper gegen den EGFR bzw. die ErbB-Rezeptoren die Zulassung der
FDA zur Krebstherapie: Gefitinib (Iressa®), Erlotinib (Tarceva®), Lapatinib (Tykerb®),
Trastuzumab (Herceptin®), Cetuximab (Erbitux®) und Panitumumab (Vectibix®)
(Lemmon and Schlessinger 2010). Monoklonale Antikorper blocken von extrazellular und
fuhren zu einer Internalisierung des Rezeptors, Tyrosinkinaseinhibitoren blocken die ATP-
Bindungstasche der zytoplasmatischen Domane und verhindern Rezeptorphospho-
rylierungen (Dutta and Maity 2007). Durch Inhibition dieses Rezeptors zeigten sich
antiproliferative Effekte (Huang, Li et al. 2002), G1-Phasen Arreste (Wu, Rubin et al.
1996), inhibitorische Effekte auf Migration (Chen, Xie et al. 1994) und Angiogenese (Petit,
Rak et al. 1997) sowie eine augmentatorische Wirkung sowohl auf Radio- (Huang and
Harari 2000, Bonner, Harari et al. 2006) als auch auf Chemotherapie (Vermorken, Mesia
et al. 2008). Auf der anderen Seite fuhrt interessanterweise auch eine ionisierende
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Bestrahlung zu einer Phosphorylierung und damit Aktivierung des EGFR (Schmidt-Ullrich,
Mikkelsen et al. 1997).

Der EGFR (ErbB1) ist Teil der ErbB- (auch Her1 genannten) Rezeptorfamilie, welche
wiederum eine von 20 Subfamilien der Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) ausmacht
(Lemmon and Schlessinger 2010). RTKs ahneln sich in ihrem molekularen Aufbau in einer
extrazellularen Ligandenbindedomane, einer einzelnen transmembranen Helix und der
zytoplasmatischen Region mit der Tyrosinkinaseaktivitat und regulatorischen Doméanen
(Lemmon and Schlessinger 2010). Trotz ahnlichem Aufbau sind die Mechanismen der
Rezeptoraktivierung unterschiedlich: Meist gilt, dass die Bindung eines Wachstumsfaktors
eine Rezeptordimerisierung induziert, allerdings formieren einige RTKs auch bereits im
inaktiven Zustand wie der EGF-Rezeptor Oligomere (Clayton, Walker et al. 2005). Die
Rezeptordimerisierung kann dabei zum einen komplett ligandenvermittelt sein, wo der
bivalente Ligand beide Rezeptoren quervernetzt und beide Rezeptoren keinen direkten
Kontakt miteinander haben, zum anderen komplett rezeptorvermittelt (u.a. EGFR), wo der
Ligand keinen Beitrag =zur Dimerisierungsschnittstelle leistet, oder es existieren
Mischformen zwischen beiden Extremen (Lemmon and Schlessinger 2010). Der EGFR
bildet dabei entweder Homodimere oder Heterodimere mit anderen ErbB-Rezeptortypen
(bevorzugt mit ErbB2/Her2) aus (Dutta and Maity 2007).

Im inaktiven Zustand blockiert bei vielen RTKs (unter anderem Insulinrezeptor) eine cis-
autoinhibierende Tyrosinphosphorylierung an der Tyrosinkinasedomane den Zugang von
ATP und Proteinsubstraten und inhibiert so dessen Funktion. Unter Ligandenbindung
kommt es zur frans-Phosphorylierung des Dimerisierungspartners und zur
Konformationsanderung in den aktiven Zustand. Der EGFR bendtigt hingegen keine trans-
Phosphorylierung fur die Aktivierung. Studien identifizierten einen allosterischen
Mechanismus zur Aktivierung: Der C-Lobe einer Tyrosinkinasedomane agiert als Activator
fur den N-Lobe der Tyrosinkinasedomane des Dimerisierungspartners (Receiver).
Dadurch kommt es zu Konformationsanderungen im N-Lobe des Receivers, welche die
cis-Autoinhibierung auflost (Lemmon and Schlessinger 2010).

Autophosphorylierungen spezifischer Tyrosinreste im zytoplasmatischen Teil nach
Aktivierung des Rezeptors dienen als Dockingstelle fur Proteine mit SH2- und
Phosphotyrosin-Bindedomanen (PTBs) (Normanno, De Luca et al. 2006). Die

Rekrutierung dieser Proteine dient der Aktivierung zahlreicher intrazellularer Signalwege.
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Schlusselsignalwege des EGFR und anderer RTKs sind der RTK-Grb2-Sos-Ras/MAP
Kinase Signalweg, der RTK-PI3K-AKT Signalweg, der RTK-PLC-PKC Signalweg, der
STAT3 Signalweg und der p38-Stress-Signalweg (Dutta and Maity 2007).

Viele Tumorentitaten schaffen es, dass eine vermehrte Aktivierung der RTKs/EGFR und
abhangiger Signalwege losgeldst von der normalerweise erforderlichen Ligandenbindung
durch Wachstumsfaktoren o. a. erfolgen kann. Beispiele hierfur sind eine vermehrte
Expression des Rezeptors an der Zelloberflache, Punktmutationen oder Deletionen in der
Aktivierungsdomane der Tyrosinkinase, Deletionen in der Extrazellulardomane (z. B. die
EGFRvIll Variante, welche die PI3-Kinase konstitutiv aktiviert) oder eine autokrine
Ausschuttung von Transforming Growth Factor f (TGF-B), das den eigenen EGFR
stimuliert (Dutta and Maity 2007).

Durch diese Mutationen oder tiefer gelegene downstream Mutationen ist es moglich, dass
sich der Tumor der Therapie mit RTK-Inhibitoren entziehen kann, folglich ist die
Entwicklung klinisch einsetzbarer Inhibitoren, die tiefer in der Zelle angreifen, ein wichtiges
Ziel.

1.3.2. AKT-Signalweg

Die Serin/Threonin-Kinase AKT, oder auch Proteinkinase B genannt, liegt an einem
zentralen Knotenpunkt von entscheidenden Zellsignalwegen und eine aberrante Funktion
ist an Erkrankungen wie Typ 2-Diabetes und Krebs beteiligt (Manning and Cantley 2007).
Es existieren drei Isoformen dieser Proteinkinase (AKT1-3), deren Substrate Zellvorgange
wie  Metabolismus, Uberleben, Proliferation, Wachstum, Angiogenese und
Glukoseaufnahme steuern (Manning and Cantley 2007). AKT liegt eingebettet in der
EGFR/PIBK/PTEN/AKT/mTOR-Kaskade, einem der am haufigsten veranderten
Signalwege in HNSCC, wobei unterschiedliche genetische und epigenetische
Mechanismen zu den Veranderungen beitragen (Freudlsperger, Burnett et al. 2011).
Aktivierte RTKs aktivieren die PI3K entweder Uber direkte Bindung oder indirekt Uber
Tyrosinphosphorylierung von sog. scaffolding proteins wie Insulin Rezeptor Substrat 1
(IRS1). PI3K generiert Phosphatidylinositol-trisphosphat (PIP3) aus Phosphatidyinositol-
bisphosphat (PIP2) — eine Reaktion die durch PTEN wieder rickgangig gemacht werden
kann. AKT und PDK1 binden daraufhin PIP3 an der Plasmamembran und PDK1 kann
AKT an Thr308 phosphorylieren (Manning and Cantley 2007). Eine zweite
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Phosphorylierungsstelle an Ser473 wird Uber den Rictor-mTOR Komplex (oder auch
mTORC2 genannt) vermittelt und ist notig fur eine vollstandige Aktivierung von AKT
(Sarbassov, Guertin et al. 2005). Aktiviertes AKT beeinflusst zahlreiche Moleklle wie
GSKa3, endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), AS160, BAD (Bcl-2 antagonist of
cell death), und einige andere. Uber eine Inhibition sowohl von TSC2 als auch von
PRAS40 durch AKT kann der mTORC1 Komplex stabilisiert und aktiviert werden und die
Translation gefordert werden (vergleiche auch 1.4.) (Manning and Cantley 2007).
Abbildung 3 gibt einen Uberblick Gber den PI3K-AKT-Signalweg, Abbildung 4 zeigt
wichtige downstream Molekule von AKT und die zellulare Funktion auf.

® ® Wachstumsfaktoren, Zytokine

o O
RTK

.
>

Abb. 3: Aktivierungsmechanismen des PI3K-AKT-Signalweges und des Raf/MEK/ERK-
Signalweges: Zu beachten ist, dass es Verbindungen zwischen beiden Signalwegen
gibt, etwa zwischen Ras und der PI3K (Aksamitiene, Kiyatkin et al. 2012). PTEN
inhibiert die Aktivierung von AKT. Uber eine Inhibition von TSC2 und PRAS40 durch
AKT wird mTORC1 (vgl. Abbildung 6) aktiviert. Weitere targets von AKT sind
Abbildung 4 zu entnehmen. Fur eine vollstindige Aktivierung bendtigt AKT zwei
Phosphorylierungen, einmal von PDK1 und andererseits von mTORC2. Abbildung
modifiziert nach Dutta and Maity 2007, Manning and Cantley 2007, Lemmon and
Schlessinger 2010
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Die Bedeutung dieses Signalweges in Kopf-Hals-Tumoren ist grof3: PI3K-Alterationen (bis
40 % der HNSCC), PTEN-Inaktivierungen (15 %) und AKT-Aktivierung sind haufige
Ereignisse in HNSCC und korrelieren unter anderem mit einem invasiverem Phanotyp und
hoherer Wahrscheinlichkeit fur Lymphknotenmetastasen (Freudlsperger, Burnett et al.
2011). Eine Aktivierung dieser Kaskade wurde bereits als ein pradiktiver Marker fur das
Therapieansprechen auf bestimmte Inhibitoren ausgemacht: So hangt das Ansprechen
auf Gefitinib mit dem p-AKT Ser473-Level zusammen (Pernas, Allen et al. 2009).

Metabolismus Uberleben

Proliferation @
PRAS40

Angiogenese

Wachstum

Abb. 4: Downstream targets von AKT und deren zellulare Funktionen: Kontrolle von
Metabolismus, Proliferation, Angiogenese, Wachstum, Uberleben und
Glukoseaufnahme. Uberleben wird unter anderem vermittelt iiber BAD, FOXO,
Caspase9, GSK3 und MDM2, Wachstum uber PRAS40 und TSC-Hemmung,
Proliferation tiber p27, MDM2, GSK3, PRAS40 und TSC2, Angiogenese vor allem tiber
eNOS und mTORC1-Aktivierung, Glukoseaufnahme uber AS160 und Metabolismus
unter anderem uber GSK3. Abbildung modifiziert nach Manning und Cantley 2007
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1.3.3. Mitogen-activated protein (MAP)-Kinasen Signalwege

MAPKs sind Ser/Thr-Kinasen, die uUber ihre intrazellularen Signalwege Prozesse wie
Zellproliferation, Differenzierung, Uberleben, Zelltod und Transformation steuern (Kim and
Choi 2010). Diese Kinasenfamilie besteht aus drei Untergruppen, der Extracellular Signal-
regulated Kinase (ERK 1-8), p38 (a-8) und der c-Jun NHs-terminal Kinase (JNK 1-3 oder
auch Stress-activated Protein Kinase SAPK) (Dhillon, Hagan et al. 2007). Jede MAPK
Signalachse besteht aus mindestens drei Komponenten: einer MAPK Kinase Kinase
(MAP3K), einer MAPK Kinase (MAP2K) und einer MAPK. JNK und p38 werden von proin-
flammatorischen Zytokinen wie TNF-o oder IL-18 oder als Reaktion auf zellulare
Stressfaktoren wie genotoxischen, osmotischen, hypoxischen oder oxidativen Stress
aktiviert. Der ERK-Signalweg wird vor allem uber Wachstumsfaktoren mittels RTK aktiviert
(Kim and Choi 2010). Abbildung 5 gibt eine Ubersicht tiber die drei MAPK Klassen.
Dysregulationen in den Signalwegen kdonnen zu Erkrankungen wie Alzheimer, Parkinson,
ALS oder Krebs fuhren (Kim and Choi 2010). Besonders der ERK-Signalweg ist bezuglich
Tumorgenese gut untersucht: Wachstumsfaktoren induzieren eine Aktivierung von RTK
und die Rekrutierung von Grb2 und SOS, einem GEF fiur das kleine G-Protein Ras an die
Plasmamembran. GDP-Ras wird zu GTP-Ras katalysiert und kann downstream Effektoren
stimulieren: Zum einen den PI3K-Signalweg und zum anderen die Ser/Thr-Kinase Raf.
Diese Kinase wiederum aktiviert uber MEK schliellich die eigentliche MAPK ERK
(Aksamitiene, Kiyatkin et al. 2012). Doppelt phosphoryliertes ERK kann in den Kern
translozieren und andere Signalmolekile sowie Transkriptionsfaktoren phosphorylieren
(Kim, Rath et al. 2007). Dysregulationen im MAPK-Signalweg sind mit die haufigsten
Aberrationen, die in Krebszellen gefunden werden: Mutationen in Ras finden sich in 30 %
aller Krebsarten, auch Raf-Mutationen sind haufig, wohin gegen MEK- und ERK-
Mutationen selten sind (Deschenes-Simard, Kottakis et al. 2014). Eine ERK-Aktivierung
mit erhohter VEGF-Freisetzung als eine Art Rettungssignalweg wurde bei HNSCC nach
Bestrahlung gefunden (Affolter, Fruth et al. 2011).

Der p38 MAPK-Signalweg kontrolliert Differenzierung, blockt Proliferation und induziert
Apoptose. Eine Aktivierung erfolgt durch DNA-Doppelstrangbriche, welche durch
ionisierende Strahlung oder Chemotherapeutika auftreten konnen (Thornton, Pedraza-
Alva et al. 2008). Zahlreiche Einflisse der drei MAPK Familien auf Zellmigration Uber
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Adhasionsmolekule und Zytoskelett-Reorganisation sind beschrieben (Huang, Jacobson
et al. 2004).

Dennoch sollte der ERK-Signalweg nicht als rein onkogen betrachtet werden, schlie3lich
werden auch einige Signalwege mit Tumorsuppressorfunktion von ihm angesteuert.
Genaue Evaluationen der molekularen Veranderungen der einzelnen Tumoren sind also
notig, um eine potenzielle therapeutische Inhibition ins Auge zu fassen (Deschenes-
Simard, Kottakis et al. 2014).

Stimulus Wachstumsfaktoren, RTK Oxidativer Stress, Zytokine
MAP4K oder GTPase Ras
\ 4
MAP3K Raf ASK1, MEKK1, MLKS etc.
MAP2K MEK MKK3/MKK6 MKK4/MKK7
\ 4
MAPK ERK p38 JNK
Zellantwort Zellproliferation Zellproliferation
Differenzierung Differenzierung und Apoptose
Migration Inflammatorische Antworten

Abb. 5: Darstellung der drei MAPK Familien und deren Aktivierung. Abbildung
modifiziert nach Kim und Choi 2010

1.4. mammalian target of rapamycin (mTOR) als Steuereinheit der
Proteinbiosynthese

mTOR (mammalian target of rapamycin) ist eine evolutionar hoch konservierte Checkpoint
Serin/Threonin-Kinase aus 2549 Aminosauren und bedeutende Steuereinheit fur
Zellwachstum und Proliferation mittels Regulation der Proteinbiosynthese (Hay and
Sonenberg 2004). Ihr Molekulargewicht betragt 280 kDa und sie wird in die Familie der
phosphatidylinsoitol kinase related kinases (PIKK) eingeteilt (Wullschleger, Loewith et al.
2006). 1994 wurde das Protein, an welches das Immunsupressivum Rapamycin bindet,

bei Saugern als homologes Protein zu den bereits bei Hefen gefundenen mTOR Proteinen
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identifiziert (Sabatini, Erdjument-Bromage et al. 1994). In den letzten Jahren wurden
zahlreiche Funktionen und Beteiligungen an Krankheitsbildern dieser Proteinkinase
zugeschrieben. So kann eine Dysregulation zum einen zu Erkrankungen wie Krebs,
Immundysfunktion, Fettleibigkeit und Diabetes fuhren (Magnuson, Ekim et al. 2012, Liu,
Gan et al. 2013), zum anderen ubt mTOR wichtige Funktionen bezuglich synaptischer
Plastizitat, Gedachtnis und Langzeitpotenzierung im Gehirn aus (Hay and Sonenberg
2004). Erhohte Expression und Aktivierung von mTOR-Signalwegen sind auch fur Kopf-
Hals-Tumoren beschrieben worden und gelten als potentielle prognostische und
diagnostische Biomarker (Gao, Li et al. 2012). mTOR-Inhibition wiederum Ubt potente
antitumorose Effekte auf HNSCC Zellen aus, die zu Tumorregression fuhren
(Amornphimoltham, Patel et al. 2005). Rapamycin (Sirolimus) wurde urspringlich als
immunsuppressive Substanz verwendet; Abkdmmlinge von Rapamycin, sog. Rapalogs
werden zunehmend auch in Krebsstudien eingesetzt, da mTOR-Signalwege in vielen
Tumoren hochreguliert sind, meist aufgrund einer Uberexpression von Signalwegen, die
mit dem mTOR Signaling in Verbindung stehen, wie dem PI3K-AKT-Signalweg (Zaytseva,
Valentino et al. 2012). Einige Rapalogs sind bereits von der FDA bei bestimmten
Krebsentitaten wie dem Nierenzellkarzinom, neuroendokrinen Tumoren oder Brustkrebs
zugelassen.

Die mTOR-Funktion wird Uber mindestens zwei funktionell verschiedene Komplexe
vermittelt, dem mMTOR1-Komplex (mTORC1) und dem mTOR2-Komplex (mTORC2).
mTORC2 férdert Zellproliferation und Uberleben durch eine Phosphorylierung der AKT-
Kinase und mTORC1 fordert direkt die Translation von mRNA und damit die
Proteinbiosynthese durch eine Phosphorylierung der p70S6-Kinase-1 und des
eukaryontischen Initiationsfaktor 4E - Bindeproteins 1 (4E-BP1) (Liu, Gan et al. 2013).
MTORC1 ist im Gegensatz zu mTORC2 sensitiv gegenuber Rapamycin und besteht aus
folgenden Proteinen: mTOR, Raptor und mammalian lethal with SEC13 protein 8 (mLST8)
(auch GBL genannt). mTORC2 formiert sich aus mTOR, Sin1, Rictor und mLST8
(Wullschleger, Loewith et al. 2006).

Im Folgenden werden zunachst die upstream Signalwege aufgefuhrt, welche mTOR
beeinflussen; im Anschluss daran die downstream Molekile, welche von mTOR
angesteuert werden. Abbildung 6 verschafft eine Ubersicht Uber die beschriebenen
Signalwege.

mTOR-Funktion wird Uber vier grof3e Eingangssignale vermittelt: Wachstumsfaktoren,
Nahrstoffangebot, Energielevel und Stress (Wullschleger, Loewith et al. 2006).
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Nahrstoffe, insbesondere Aminosauren konnen zu einer Konformationsanderung im
mTORC1-Komplex fuhren und so eine effiziente Interaktion zwischen Raptor, mTOR und
mTOR Substraten gewahrleisten (Hay and Sonenberg 2004). Im Gegensatz dazu fuhrt ein
Mangel an Aminosauren zu einer Dephosphorylierung der Effektorproteine p70S6K1 und
4EBP1.

mTOR reagiert mittels dem PI3K-Signalweg oder dem Ras/Raf-Signalweg auf
Wachstumssignale von Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) z. B. uUber Insulin Growth Factor
(IGF), Platelet derived Growth Factor (PDGF), Insulin oder Epidermal Growth Factor
(EGF) (Hay and Sonenberg 2004, Shaw and Cantley 2006, Wullschleger, Loewith et al.
2006): PI3K bindet mittels SH2-Domanen an spezifische Phosphotyrosinreste von RTKs
und wird damit an die Plasmamembran rekrutiert, wo es PIP, zu PIP3; generiert. Dieses
rekrutiert PDK1 und AKT zur Membran. AKT/Proteinkinase B wird iber PDK1 an Thr308
phosphoryliert (Shaw and Cantley 2006) und uber mTORC2 an Ser473 phosphoryliert und
aktiviert (Liu, Gan et al. 2013). Beide Phosphorylierungen sind notwendig fur eine
vollstandige Aktivierung von AKT (Hay and Sonenberg 2004). mTOR ist an diesen PI3K-
AKT-Signalweg Uber die Tuberous Sklerosis Proteine TSC1 (Hamartin) und TSC2
(Tuberin) angeschlossen. TSC2 wird direkt von AKT phosphoryliert und damit inhibiert und
ist als TSC1/TSC2 Heterodimer ein negativer upstream Regulator von mTOR (Hay and
Sonenberg 2004). Inhibiertes TSC2 kann als GAP (GTPase activating protein) die kleine
GTPase Rheb nicht mehr inhibieren und Rheb aktiviert direkt mTOR in GTP-abhangiger
Weise (Wullschleger, Loewith et al. 2006). Zum anderen kann AKT PRAS40
phosphorylieren, wodurch dessen Hemmung auf den mTORC1 Komplex aufgehoben wird
(Manning and Cantley 2007).

Wachstumsfaktoren kénnen auch Uber den ERK-Signalweg mTORC1 aktivieren. Uber
Rezeptortyrosinkinasen wird mittels Signaltransduktion Ras, Raf, MEK und schlief3lich
ERK aktiviert (siehe Abbildung 6). Tuberin ist direktes Substrat von ERK und wird dabei
ebenfalls wie von AKT negativ reguliert, wodurch dessen inhibitorischer Einfluss auf Rheb
aufgehoben wird (Shaw and Cantley 2006).

Der Energiestatus der Zelle wird Uber das Verhaltnis von AMP zu ATP bestimmt. Die
AMPK (AMP-activated protein kinase) wird bei niedrigem zellularen Energielevel bzw.
hohem AMP/ATP Ratio aktiviert und aktiviert direkt TSC2, wodurch mTORC1 inhibiert wird
(Wullschleger, Loewith et al. 2006).

Auf Stresssituationen wie DNA Schaden oder Hypoxie reagieren Zellen mittels
Wachstumsarrest. mTOR spielt dabei eine zentrale Rolle: Unter Hypoxie wird REDD1/2
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hochreguliert, welches TSC2 inhibiert (Wullschleger, Loewith et al. 2006); bei DNA
Schaden fuhrt die Aktivierung von p53 und p63 zu einer Suppression der mTOR Aktivitat
(Cam, Bid et al. 2014).

Die downstream Effektoren von mTOR stellen hauptsachlich Komponenten dar, die die
Initiation des Translationsapparates regulieren, im Besonderen die Ribosomrekrutierung
zum 5 Ende der mRNA (Hay and Sonenberg 2004). In ruhenden Zellen bindet
hypophosphoryliertes 4E-BP1 eng an elF4E (eukaryontischer Inititiationsfaktor 4E) und
verhindert dessen Interaktion mit elF4G (Ma and Blenis 2009). Bei mTORC1 Aktivierung
wird 4E-BP1 hyperphosphoryliert (an Thr37 und Thr46 direkt durch mTORC1) (Hay and
Sonenberg 2004), elF4E kann sich loslosen und elF4G sowie elF4A zum 5 Ende der
MRNA rekrutieren und durch Anlagerung weiterer Faktoren kann sich der 48S
Translations-Prainitiationskomplex bilden (Ma and Blenis 2009). Ebenso fuhrt mTORC1
Aktivitat zur Phosphorylisierung der p70S6-Kinase 1 an Thr389, wodurch PDK1 an
p70S6K1 binden und sie an Thr229 phosphorylieren und aktivieren kann (Ma and Blenis
2009). Auch die p70S6K liefert entscheidende Beitrage in der Regulierung der Translation:
Aktivierte p70S6K nimmt Einfluss auf die mRNA Prozessierung uber SKAR und CBP80,
auf die Elongation Uber eEF2 und vermutlich auf Proteinfaltung Uber CCT@ und
Ribosomenfunktion Uber das 40S Ribosomale Protein S6 (Magnuson, Ekim et al. 2012).
Zudem ist auch die p70S6K entscheidend an der Initiationsregulation der Translation
beteiligt: p70S6K fuhrt zu einer Aktivitatssteigerung des elF4A, der mit seiner Helicase-
Aktivitat die mRNA linearisiert und damit der Translation zugangig macht. Dies geschieht
uber 2 Wege: Zum einen aktiviert p70S6K einen wichtigen Cofaktor der mRNA Helicase,
den elF4B, zum anderen hemmt die p70S6K PDCD4, welches wiederum den elF4A
inhibiert (Ma and Blenis 2009).

Neuerdings wurde ein weiterer Feedbackloop der S6K beschrieben (Liu, Gan et al. 2013):
aktivierte p70S6K phosphoryliert Sin1 an Thr86, einen wichtigen Bestandteil des
MmTORC2. Ist Sin1 phosphoryliert, kann dieser mTORC2 nicht mehr stabilisieren und der
Komplex zerféallt. Ist dagegen die Phosphorylierung der S6K abgeschwacht, ist Sin1
weniger phosphoryliert, mTORC2 stabilisiert und Sin1 kann AKT an Ser473
phosphorylieren. Diese inverse Phosphorylierung zwischen pSin1 Thr86 und p-AKT
Ser473 wurde bereits bei T-ALL und Ovarialkarzinom-Zellen nachgewiesen (Liu, Gan et al.
2013).
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Abb. 6: Ubersicht iiber die Regulation der mTOR Komplexe: Regulierung des
mTORC1 liber vier Zelleinflussfaktoren: Wachstumsfaktoren, Energielevel, Stress
und Nahrstoffangebot. Abbildung modifiziert nach Wullschleger, Loewith et al. 2006,

Manning und Cantley 2007, Klaus und Birchmeier 2008, Ma und Blenis 2009,
Magnuson, Ekim et al. 2012

Translation

38



1.5. Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3()

GSK3 wurde 1980 im Skelettmuskel von Kaninchen als eine Kinase beschrieben, die hoch
spezifisch die Glykogen Synthase Kinase phosphoryliert und inaktiviert (Embi, Rylatt et al.
1980). 1990 wurden zwei Isoformen als cDNA von Rattenhirnen gewonnen und als
GSK3a und GSK3p bezeichnet (Woodgett 1990). Inzwischen sind fur GSK3[3 als Ser/Thr-
Kinase zahlreiche Funktionen entdeckt worden, die weit Uber ihre Rollen im Glukose-
Metabolismus hinausgehen und in vielen humanen Erkrankungen wie Diabetes,
Inflammation, neurologischen Storungen oder Neoplasien eine Rolle spielen (Frame and
Cohen 2001, Mishra 2010): GSK3B ubt in der Zelle wichtige Funktionen bezlglich
Zelldifferenzierung,  Zellwachstum,  Transkriptionskontrolle,  Zellzyklus-Regulation,
Apoptosesteuerung und Zellmigration sowie der epithelialen-mesenchymalen Transition
aus (Forde and Dale 2007, Takahashi-Yanaga and Sasaguri 2008, Sun, Rodriguez et al.
2009, Mishra 2010). Einfluss auf Zellzykluskontrolle tUbt GSK3p uber eine direkte
Phosphorylierung von Cyclin D1 aus, wodurch dieses aus dem Kern exportiert und
degradiert wird (Takahashi-Yanaga and Sasaguri 2008). Zum anderen zeigt GSK3f3
apoptosefordernden Einfluss, indem es intrinsisch Caspase-8 aktiviert, p53 Aktivitat
reguliert und Expression von antiapoptotischem bcl-2 blockiert (Mishra 2010).

Neue Untersuchungen in verschiedenen Karzinomarten zeigten eine aktive Rolle von
GSK3B entweder als Tumorsuppressor oder als Tumorpromoter: Fur orale SCC,
Larynxkarzinome und nasopharyngeale SCC wurde bereits eine Rolle als
Tumorsuppressor beschrieben (Mishra 2010), das heif’t eine Inaktivierung des Enzyms
fuhrt zu einer Enthemmung potentiell onkogener Zellsignalwege. Interessanterweise wird
dabei GSK3B von zahlreichen Signalwegen inhibiert, die selber als onkogen beschrieben
sind: Eine der wichtigsten inhibierenden Phosphorylierungsstellen an GSK3p ist das Ser9,
wo neben der p70S6K und der p90RSK vor allem AKT/PKB angreift (Cross, Alessi et al.
1995). Des Weiteren phosphoryliert und inhibiert p38 MAPK das GSK33 am N-Terminus
an Thr390 und fuhrt dabei zu einer Akkumulation von B-Catenin (Thornton, Pedraza-Alva
et al. 2008). Auch der ERK-Signalweg assoziiert mit GSK3p und primet es an Thr43 fur
die Inaktivierung, was ebenfalls in einer Hochregulierung von B-Catenin resultiert (Ding,
Xia et al. 2005).

GSK3p ist damit ein Regulationsenzym zwischen diesen onkogenen Signalwegen und

downstream targets wie Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusregulatoren, und invasions-
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fordernden Faktoren und spielt aus diesen Grinden eine grof3e Rolle in der epithelialen
Zellhomoostase (Mishra 2010). Transkriptionsfaktoren wie AP-1, NFkB, c-Myc, p-Catenin,
Snail oder CREB werden mittels Phosphorylierung durch GSK3B destabilisiert (Mishra
2010). Besonders dem Wnt-B-Catenin Signalweg wird eine Beteiligung an Invasion und
Migration in oralen Tumoren zugeschrieben (lwai, Yonekawa et al. 2010). Der Wnt-
Signalweg spielt eine entscheidende Rolle in der Embryonalentwicklung,
Gewebeerneuerung und vielen anderen Prozessen, wobei Mutationen und
Dysregulationen von Bestandteilen dieses Signalweges Krebs und andere Krankheiten
verursachen konnen (Klaus and Birchmeier 2008). In der Abwesenheit von Wnt-Liganden
liegt B-Catenin in einem Abbaukomplex bestehend aus APC, Axin, CK1a und GSK3[3
gebunden vor, wird von GSK3p und CK1a phosphoryliert, von einer E3 Ubiquitin Ligase
folglich ubiquiniert und proteasomal degradiert. Unter der Prasenz von Wnt-Liganden
werden Dishevelled Molekule zur Plasmamembran rekrutiert, wo sie mit LRPS, LRP6 und
Axin interagieren, was zu einer Inaktivierung und Destabilisierung des Abbaukomplexes
fuhrt (Klaus and Birchmeier 2008). B-Catenin ist dadurch stabilisiert und kann im Nucleus
einen Transkriptionskomplex mit LEF/TCF und Coaktivatoren ausbilden und es kommt zur
Transkription von Faktoren wie myc, Cyclin D1, VEGF, Matrix Metalloproteinasen 1 oder 7
(MMP-1/7) (Klaus and Birchmeier 2008, Iwai, Yonekawa et al. 2010). Fur aberrantes
Wnt/B-Catenin-Signaling wird eine Rolle in der Regulation der epithelialen-
mesenchymalen Transition (EMT) bei oralen SCC propagiert (lwai, Yonekawa et al. 2010):
p-Catenin wurde als ein Molekul entdeckt, das E-Cadherin an das Aktinzytoskelett
anheftet (McCrea, Turck et al. 1991). Verlust von membranstandigem E-Cadherin
wiederum wird als eine grundlegende biochemische Veranderung angesehen, die auf eine
EMT hindeutet (Peinado, Portillo et al. 2004). Daraus konnte bei oralen SCC geschlossen
werden, dass eine Akkumulation von aberranten (3-Catenin eine Umverteilung von E-
Cadherin und des Aktinzytoskeletts bewirkt, die eine EMT und hohe Migrationsaktivitat
induziert (lwai, Yonekawa et al. 2010).

Auch Uber andere Wege wirkt GSK3[ auf die Zellmigration: Es beeinflusst die Dynamik
von Aktin Filamenten durch Rac/Arf6 und Rho GTPasen ebenso wie die Dynamik von
Mikrotubulifilamenten Uber APC, Kinesin und Dynein. Des Weiteren kann GSK3[3 Zell-
Matrix-Adhasionen Uber Phosphorylierungen von focal adhesion kinase (FAK) und Paxillin
steuern (Sun, Rodriguez et al. 2009).

Eine Ubersicht Uber die Funktionen der Glykogen Synthase Kinase 3 bietet Abbildung 7.
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Abb. 7: Ubersicht iiber ausgewihlite inhibierende Einginge an GSK3B und liber
dessen Funktionen in der Zelle.

1.6. Krebsstammzellen (CSCs) und ihre Marker

Die Hypothese, dass sich Krebs aus einer kleinen Zellpopulation mit
Stammzelleigenschaften bildet, ist viele Jahre alt. Bonnet und Dick war 1997 die erste
Arbeitsgruppe, der es gelang, Krebsstammzellen bei der Akuten Myeloischen Leukamie
(AML) zu isolieren. Nur diese CD34°/CD38 Zellen waren in der Lage, in non-obese
diabetic (NOD) - Mausen mit einem schweren kombinierten Immundefekt (SCID) neue
AML zu generieren, mit der Moglichkeit zur Differenzierung, Proliferation und
Selbsterneuerung (Bonnet and Dick 1997). In der Zwischenzeit wurden derartige Zellen
mit der Fahigkeit die Tumorpopulation aufrecht zu erhalten, zu metastasieren und resistent
gegenuber Radiochemotherapie zu sein, auch bei vielen soliden Tumoren inklusive
HNSCC gefunden (Allegra and Trapasso 2012). Diese Zellen, die mit der Fahigkeit
ausgestattet sind, neue Tumore zu bilden, machen dabei nur einen sehr kleinen Anteil an
den Gesamttumorzellen aus im Rahmen von 1:10000 bis 1:100 (Reya, Morrison et al.
2001). Bei HNSCC waren Prince et al. die ersten, die eine CD44 positive
Zellsubpopulation mit Stammzelleigenschaften identifizierten, die einen Tumor in
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immundefizienten Mausen reproduzieren konnten (Prince, Sivanandan et al. 2007). Aus
diesen Experimenten ergeben sich folgende Charakteristika, die CSCs auszeichnen: (1)
Tumorigenese bei Implantation in immundefiziente Mause; (2) spezifische
Zelloberflachenmarker, die nicht von normalen Stammzellen exprimiert werden; (3)
Tumoren, die von CSCs ausgehen, bestehen wiederum heterogen aus tumorigenen und
nicht-tumorigenen Zellen; (4) Selbsterneuerungskapazitat Uber mehrere Generationen
(Allegra and Trapasso 2012).

Wahrend der Tumorprogression entstehen zwei Unterformen von CSCs: zum einen
stationare CSCs, die eingelagert und geschutzt im Epithel in sogenannten Nischen mit
stromalen Komponenten liegen und eine Rolle bezluglich Radiochemotherapieresistenzen
spielen; zum anderen bewegliche CSCs mit der Fahigkeit zur Migration und zur Bildung
regionaler und ferner Metastasen (Allegra and Trapasso 2012).

Als etablierter CSC-Marker bei HNSCC gilt CD44, da nur die CD44" im Gegensatz zu den
CD44" Zellen in der Lage sind, neue Tumore in immungeschwachten Mausen zu bilden
(Prince and Ailles 2008). CD44 ist ein Glykoprotein der Zellmembran, von dem aufgrund
alternativem Splicings ca. 20 Varianten existieren (Faber, Barth et al. 2011). CD44 bindet
Hyaluronsaure, ein ECM-Bestandteil das vor allem in Stammzellnischen vorkommt;
Bindung an Hyaluronséure wiederum fiihrt zu einer Anderung der Membranlokalisierung
von CD44 und triggert die Assoziation und Aktivierung von vielen
Signaltransduktionsmolekilen wie vascular endothelial growth factor (VEGF), fibroblast
growth factor (FGF2) oder hepatocyte growth factor (HGF), von RTK Signalwegen wie AKT
oder rat sarcoma (Ras) und von Proteasen, was vermehrte Zellmigration induziert (Zoller
2011). Erhohte CD44 Expression wurde mit schlechter T- und N-Kategorie, schlechtem
Tumorgrad und schlechter Prognose bei Pharynx- und Larynxkarzinomen in Verbindung
gebracht (Chen, Zhou et al. 2014).

Octamer-binding transcription factor 4 (Oct4) ist essentiell fur die Selbsterneuerung
embryonaler Stammzellen und wird in Verbindung gebracht mit CSCs, Strahlenresistenz
und schlechter Prognose (Ventela, Sittig et al. 2015, Wang, Lu et al. 2014). Nanog ist
ebenfalls ein Transkriptionsfaktor, wobei Nanog und Oct4 gegenseitig ihre Expression
induzieren. Sie spielen eine Schlusselrolle bezuglich Selbsterneuerung und Pluripotenz
von embryonalen Stammzellen und sind Biomarker fur CSCs, wobei ihnen eine positive
Regulation von epithelialer-mesenchymaler Transition (EMT) zugeschrieben wird (Wang,
Lu et al. 2014). Eine Interaktion von Hyaluronsaure-CD44v3 mit Oct4-Sox2-Nanog wurde
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bei HNSCC beschrieben, die zur Selbsterneuerung, klonaler Formierung und
Cisplatinresistenz fuhrt.

Ein weiterer Krebsstammzellmarker ist die Aldehyd Dehydrogenase (ALDH). Fuir
Tumorzellen mit hohem ALDH-Gehalt konnte gezeigt werden, dass sie in
immundefizienten Mausen neue Kopf-Hals-Tumoren produzieren, wobei der grofdte Teil
der ALDH" Zellen auch CD44" sind (Clay, Tabor et al. 2010).

1.7. Epitheliale-mesenchymale Transition (EMT)

Das Auftreten von Zellen mit stammzellahnlichen Eigenschaften wurde mit dem Prozess
der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) in Verbindung gebracht (Mani, Guo et
al. 2008). EMT st ein Prozess, bei dem epitheliale Zellen mesenchymale Eigenschaften
erhalten und einen Verlust von Zellpolaritat, eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts
und Anderungen in Zellverbindungen erfahren (Thiery 2003). Dies ist unabdingbar fur die
Entwicklung des Organismus, Wundheilung und Fibrosierung, aber auch fur das
Fortschreiten von Karzinomerkrankungen (Lamouille, Xu et al. 2014). Viele Studien
konnten zeigen, dass EMT zu Ruckfallen bei Krebserkrankungen, zu Resistenzen bei
Chemotherapie, zu Resistenz gegenuber Apoptose und schlechterem klinischen Outcome
fuhrt (Thiery, Acloque et al. 2009).

Der Verlust von membranstandigem E-Cadherin wird dabei als fundamentaler Schritt der
EMT erachtet (Peinado, Portillo et al. 2004). Bedeutende Transkriptionsfaktoren, die mit
diesem Prozess in Verbindung gebracht wurden, sind Snail, Slug, Twist und ZEB
(Lamouille, Xu et al. 2014). Eine Aktivierung von Signalwegen wie dem AKT-, ERK-
Signalweg, p38 Signalweg oder JNK Signalweg durch z.B. TGFB, kann zu einer
Zellantwort durch Expression der genannten Transkriptionsfaktoren fuhren, die den
Prozess der EMT ansto3t (Lamouille, Xu et al. 2014). ZEB und Snail sind in der Lage die
Zellpolaritat zu andern (Thiery, Acloque et al. 2009) und Slug und ZEB1 vermitteln
transkriptionelle Repression von E-Cadherin (Yilmaz and Christofori 2009). Slug
Expression wird mit dem sogenannten Cadherin-Switch in Verbindung gebracht, einem
Verlust von E-Cadherin und einem Anstieg von N-Cadherin an den Zellrandern bei oralen
SCC (Katafiasz, Smith et al. 2011). Claudin, ein anderer Marker fur EMT, fordert Invasion
und Metastasierung bei oralen SCC. Epitheliale-mesenchymale Transition ist also eng
verknUpft mit dem Invasionsverhalten von Tumorzellen und bildet dadurch die Basis, dass
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Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen bei HNSCC entstehen konnen (Leemans,
Braakhuis et al. 2011).

1.8. Zielsetzung

Wie in den vorigen Kapiteln aufgezeigt, spielen die Rezeptortyrosinkinase-abhangigen
Zellsignalwege eine sehr wichtige Rolle in der Entstehung und Aufrechterhaltung von
Kopf-Hals-Tumoren.

Zielsetzung dieser Arbeit war es nun, in in vitro Experimenten die biochemischen
Mechanismen von Tumorzellmigration und Tumorzelliberleben bei HNSCC zu erforschen,
im Besonderen hinsichtlich des Zusammenspiels der EGFR-abhangigen Signalwege wie
des AKT/PKB- und des MAPK-Signalweges mit dem Tumorsuppressor GSK3p und dem
mammalian target of rapamycin (MTOR). Hierbei sollte vor allem der Einfluss von
ionisierender Bestrahlung auf Tumoreigenschaften wie Migration, Invasion sowie dem
Auftreten von Krebsstammzellen (CSCs) untersucht werden, da die Strahlentherapie eine
klinische Standardtherapie bei der Behandlung von HNSCC darstellt.

Die Erforschung dieser Signalwege und deren Bedeutung fur Zellmigration, -Uberleben
und -invasion unter dem Einfluss von Bestrahlung konnten Ansatze fur die Entwicklung
und den klinischen Einsatz wirksamer Inhibitoren liefern, um die regionale Kontrolle der
Kopf-Hals-Tumore zu verbessern und das Auftreten regionaler Tumorrezidive und

Metastasen einzudammen.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Zelllinien

Fur die Versuche wurden drei verschiedene HNSCC Zelllinien verwendet. Diese sind in
Tabelle 5 aufgefuhrt.

Zelllinie Tumorlokalisation TNM; Grading Alter Geschlecht
Cal27 Zunge G3 56 m
HN Weicher Gaumen G2 60 m
UD-SCC-5 Supraglottis TIN1MO; G3 44 m

Tab. 5: verwendete Zelllinien (Lin, Grandis et al. 2007)

2.1.2. Inhibitoren

Tabelle 6 zeigt die im Rahmen der Arbeit verwendeten Inhibitoren und die bei den

Experimenten eingesetzten Konzentrationen.

Name Inhibitor Wirkmechanismus Konzentration Hersteller
MK2206 2HCI AKT1/2/3-Inhibitor 5uM Selleckchem,
Houston, TX, USA;
PD98059 MEK1-Inhibitor 50 uM Selleckchem,
Houston, TX, USA;
U0126-EtOH MEK1/2-Inhibitor 25 uM Selleckchem,
Houston, TX, USA;
SB203580 p38 MAPK-Inhibitor 10 uM Selleckchem,
Houston, TX, USA;

Tab. 6: Inhibitoren
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2.1.3. Primdr- und Sekunddrantikorper

In Tabelle 7 und Tabelle 8 sind die verwendeten Primar- bzw. Sekundarantikorper

beschrieben.

Primarantikorper  Verdinnung Hersteller Molekulargewicht
EGFR (1005) 1:2500 Santa Cruz 170 kDa
Biotechnology Inc.,
Dallas, TX, USA
p-EGFR Tyr1068 1:2500 Cell Signaling 175 kDa

Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

AKT 1:1000 Cell Signaling 60 kDa
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

p-AKT Ser473 1:1000 Cell Signaling 60 kDa
(D9E) XP Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA
p44/42 MAPK 1:1000 Cell Signaling 42, 44 kDa
(Erk1/2) Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA
p-p44/42 MAPK 1:1000 Cell Signaling 42, 44 kDa
(Erk1/2) Technology, Inc.,
Thr202/Tyr204 Danvers, MA, USA
(D13.14.4E) XP
p38 MAPK (D13E1) 1:1000 Cell Signaling 40 kDa
XP Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA
p-p38 MAPK 1:500 Cell Signaling 40 kDa
Thr180/Tyr182 Technology, Inc.,
(D3F9) XP Danvers, MA, USA
Tubulin 1:10000 Sigma-Aldrich, St. Louis, 50 kDa
MO, USA
mTor 1:500 Cell Signaling 289 kDa

Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

p-mTor Ser2448 1:500 Cell Signaling 289 kDa
(D9C2) XP Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

46



p70S6 Kinase
(49D7)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

70, 85 kDa

p-p70S6 Kinase
Thr389

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

70, 85 kDa

4EBP1 (53H11)

1:5000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

15-20 kDa

p-4EBP1 Ser65

1:2500

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

15-20 kDa

p-4EBP1 Thr70

1:5000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

15-20 kDa

GSK-38 (27C10)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

46 kDa

p-GSK-3p Ser9

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

46 kDa

p-GSK-3p Thr390

1:500

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

46 kDa

p-Catenin (6B3)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

92 kDa

p-p-Catenin
Ser33/37

1:500

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

92 kDa

CD29 Integrin-g1

1:10000

Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA

130 kDa

CD104 Integrin-g4

1:500

Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA
Laboratories™

200 kDa

FAK

1:5000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

125 kDa

p-FAK Tyr397

1:5000

Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA

116-125 kDa
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Paxillin

1:500

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

68 kDa

p-Paxillin Tyr118

1:500

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

68 kDa

Sin 1 (D7G1A)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

78, 74 kDa

p-Sin 1 Ser385

1:1000

Millipore, Temecula, CA,

USA

78, 74 kDa

Anti-Phospho-
Threonin (20H6.1)

1:1000

Millipore, Temecula, CA,

USA

ALDH1A1 (D4R9V)

1:500

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

55 kDa

CD44 (8E2)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

80 kDa

Oct4

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

45 kDa

Sox2 (D6D9)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

35 kDa

Nanog

1:2000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

42 kDa

Slug (C19G7)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

30 kDa

Snail (C15D3)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

29 kDa

N-Cadherin
(D4R1H)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

140 kDa

Claudin-1 (D5H1D)

1:1000

Cell Signaling
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

20 kDa
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Z0-1 (D6L1E) 1:1000 Cell Signaling 220 kDa
Technology, Inc.,
Danvers, MA, USA

TCF8/ZEB1 1:1000 Cell Signaling 200 kDa
(D80D3) Technology, Inc.,

Danvers, MA, USA
E-Cadherin 1:100 Invitrogen™ by life 120 kDa
(HECD-1) (Immunfluoreszenz) technologies™,

Darmstadt, Deutschland

Tab. 7: Primarantikorper

Sekundarantikorper Verdiinnung Hersteller

Anti-Mouse IgG HRP-linked  1:10000 (Towbin, Cell Signaling Technology, Inc.,
Staehelin et al.) Danvers, MA, USA

Anti-Rabbit IgG HRP-linked  1:5000 (Towbin, Cell Signaling Technology, Inc.,
Staehelin et al.) Danvers, MA, USA

Goat anti-mouse IgG, FITC-  1:100 fur Santa Cruz Biotechnology Inc.,
conjuagted Immunfluoreszenz Dallas, TX, USA

Tab. 8: Sekundarantikorper

2.1.4. Reagenzien

In Tabelle 9 sind die fur die Zellkultur bendtigten Reagenzien aufgefuhrt. Tabelle 10
beinhaltet alle weiteren im Rahmen der Experimente verwendeten Substanzen. Die
Zusammensetzung von gemischten Reagenzien, Puffern und Western Blot Gels gibt
Tabelle 11 wieder.

‘ Reagenz Hersteller
DMEM (1x) + GlutaMAX™.] gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA
Fetal Bovine Serum (FBS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland
L-Glutamine 200 mM Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Penicillin 10000 U/ml Biochrom AG, Berlin, Deutschland
Streptomycin 10000 png/ml
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DPBS (1x) Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (-)CaCl; (-)MgCl.

gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

TrypLE™ Express (1x) Stable Trypsin

Replacement Encyme (+) Phenol Red

gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO) =99,5 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tab. 9: Reagenzien fiir die Zellkultur

Reagenz

DPBS (1x) Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline (-)CaCl; (-) MgCl.

Hersteller

gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Triton X-100

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Formaldehydlosung saurefrei =37 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roti®-Stock 20 % SDS
(Sodiumdodecysulfat)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Aqua dest.

SAV Liquids Production GmbH, Flintsbach
a. Inn, Deutschland

Ethanol =99,5 % p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Crystal Violett

Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

Cell Lysis Buffer (10x)

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
MA, USA

Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Bradford Reagenz: Bio-Rad Protein
Assay Dye Reagent Concentrate

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Bovine Serum Albumin (BSA) 2 mg/ml

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1)
Acrylamidstammlosung 30 % mit 0,8 %
Bisacrylamide

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tris Pufferan® =99,9 % p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Ammoniumperoxidsulfat (APS) =98 %
p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
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N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

1,4 Dithiotreitol (DTT) =99,9 % p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

1 % Bromphenol Blau

Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

Glycerol

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Glycin =99 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Tween-20

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumchlorid >99,8 %

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Essigsaure

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Magermilchpulver (non-fat skimmed milk
powder)

Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland

SuperSignal® West Pico
Chemiluminescent Substrate

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Methanol =99,5 % p.a.

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

€¢-amino-n-caproic acid

Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

Goat Serum (Normal)

Dako, Glostrup, Danemark

NH4Cl 500 mM

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Antibody Diluent

Zytomed Systems GmbH, Berlin,
Deutschland

Vectashield® Mounting medium for
Floureszenz H-1000

Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA,
USA

Hoechst 33342 Farbstoff fur Kernfarbung

Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

PageRuler™ Prestained Protein Ladder

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Protease Inhibitory Cocktail (10X)

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
MA, USA

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich. St. Louis, MO, USA

Tab. 10: verwendete Reagenzien
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Gemischte Reagenzien, Puffer und Gele = Zusammensetzung

0,1 % Triton X-100/PBS

500 wl Triton X-100
1x DPBS ad 500 ml

4 % Formaldehyd/PBS

27 ml Fomaldehyd 37 %
1x DPBS ad 250 ml

1% SDS

25 ml SDS 20%
Aqua dest. ad 500 ml

0,04 % Crystal Violett

40 mg Crystal Violett
100 ml 4% Ethanol

0,01 % Triton X-100/PBS

10 wl Triton X-100
1x DPBS ad 100 ml

0,25 % Triton X-100/PBS

250 pl Triton X-100
1x DPBS ad 100 ml

50 mM NH.CI/PBS

1 ml 500 mM NH,CI
PBS ad 10 ml

5 % Normal Goat Serum/PBS

500 pl Normal Goat Serum
1x DPBS ad 10 ml

Bovine Serum Albumin 0,2 mg/ml 0,2 ul BSA
0,01 % Triton X-100 ad 1 ml
1 M Tris-Cl pH 8.8 12,1 g Tris

Aqua dest. ad 100 ml
Mit Essigsaure auf pH 8,8 einstellen

1 M Tris-Cl pH 6,8

12,1 g Tris
Aqua dest. ad 100 ml
Mit Essigsaure auf pH 6,8 einstellen

10 % APS

1 g APS
Aqua dest. ad 10 ml

5x SDS Sample Buffer (10 ml)

3,125 ml Tris pH 6,8 1 M
386 mg DTT

1 g SDS

0,5 ml 1 % Bromphenol Blau
5 ml Glycerol

1,375 ml Aqua dest.
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10x SDS Laufpuffer (fur 1 1)

30,3 g Tris

140,42 g Glycin

50 ml 20 % SDS
Aqua dest. ad 1000 ml

Fur Gelelektrophorese 1:10 mit Aqua dest.
verdunnt

10x TBS (fiir 1 1)

24,2 g Tris

80 g NaCl

Aqua dest. ad 1|

pH auf 7,6 mit Essigsaure einstellen

10 % Tween

10 ml Tween-20
1x DPBS ad 100 ml

Antikorperverdiinnungs- und
Blockingpuffer (fur 1 1)

100 ml 10x TBS

10 ml 10 % Tween

50 g Magermilchpulver
890 ml Aqua dest

Wasch Puffer (1x TTBS) (fiir 1 )

100 ml 10x TBS
10 ml 10 % Tween
Aqua Dest 890 ml

Anodenpuffer | pH 10,5 (fiir 500 ml)

18,16 g Tris
100 ml Methanol 99,5 % p.a.
Aqua dest. ad 500 ml

Anodenpuffer Il pH 10,4 (fiir 500 ml)

1,51 g Tris
100 ml Methanol 99,5 % p.a.
Aqua dest. ad 500 ml

Kathodenpuffer pH 7,5 (fir 500 ml)

1,51 g Tris

100 ml Methanol 99,5 % p.a.
2,62 g e-amino-n-caproic acid
Aqua dest. ad 500 ml

Stripping buffer (fur 1 1)

100 ml Methanol 99,5 % p.a.
100 ml Eisessigsaure
800 ml Aqua dest.

Cell lysis buffer (10X)

Cell Signaling Technology, Inc., Danvers,
MA, USA

Tab. 11: Mischreagenzien, Puffer und Gels
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2.1.5. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 12 listet die Verbrauchsmaterialien inklusive Hersteller auf.

\ Material

Tissue Culture Dish 100x20 mm

Hersteller

Sarstedt, Inc, Newton, NC, USA

Tissue Culture Plate 6-well-plate

Sarstedt, Inc, Newton, NC, USA

Tissue Culture Plate 96-well-plate

Sarstedt, Inc, Newton, NC, USA

Glas-Pasteurpipetten 150 mm, 230 mm

Brand GmbH+ Co, Wertheim, Deutschland

ReaktionsgefaR 15 ml ,,Cellstar Tubes*

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

ReaktionsgefaR 50 ml ,,Cellstar Tubes*

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

SafeSeal Micro Tubes 1,5 ml

Sarstedt, NUmbrecht, Deutschland

Pipetten-Spitzen Safeguard 1000 ul,
200 pl, 100 ul, 20 pl, 10 pl

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Serologische Pipetten Cellstar 25 ml,
10 ml, 5 ml

Greiner bio-one GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Kryoréhrchen

Sarstedt, Nurnbrecht, Deutschland

Blotting Paper

Sartorius stedim biotech, Gottingen,
Deutschland

Immobilon PVDF Membran

Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland

Toppits Frischhaltefolie

Cofresco Frischhalteprodukte, Minden,
Deutschland

Tab. 12: Verbrauchsmaterialien

2.1.6. Kits

In Tabelle 13 finden sich die verwendeten Kits.

Kit
GravityPLUS™ Kit

Hersteller

InSphero AG, Schlieren, Schweiz

GravitTRAP™ Kit

InSphero AG, Schlieren, Schweiz

p-Slide 8-well ibiTreat

ibidi GmbH, Planegg/Martinsried,
Deutschland

54




Catch and Release® v2.0

Millipore, Temecula, CA, USA

Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion

Chamber

BD Bioscience — Discovery Labware, Two

Oak Park, Bedford, MA, USA

Tab. 13: Kits

2.1.7. Laborgeriite

Tabelle 14 enthalt die benotigten Laborgerate und deren Herstellerfirmen.

‘ Gerat

Herstellerfirma

Eppendorf Research-Pipetten, Eppendorf Eppendorf, AG Hamburg, Deutschland

Reference-Pipetten

Accu-jet® pro

Brand GmbH & Co KG, Wertheim,
Deutschland

Vortexer: MS2 Minishaker

IKA-Works, Inc., Wilmington, NC, USA

Ruttler IKA-VIBRAX-VXR

IKA-Works, Inc., Wilmington, NC, USA

Wasserbad Typ 1003

GFL Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Sterilbank HeraSafe KS

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Brutschrank HeraCell 150i CO; Incubator

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Liebherr Kiihlschrank comfort

Liebherr, Biberach an der Riss,
Deutschland

Gefrierschrank Liebherr Premium No
Frost

Liebherr, Biberach an der Riss,
Deutschland

Leica Mikroskop DMI6000 B

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Leica Mikroskopkamera DFC425 C

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge: Centrifuge 5430 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Zentrifuge PerfectSpin Mini

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

PowerPac™ HC

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Magnetrihrer RCTbasic

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
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Blotting System Mini-PROTEAN® Tetra
System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Trans-Blot® SD Semi Dry Transfer Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Molecular Imager ChemiDoc™ XRS+

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Zellzahler Cellometer™ Auto T4

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Analysenwaage SBC 32

SCALTEC, Heiligenstadt, Deutschland

Absaugpumpe Vacuum Pump ME2

Vacuubrand GmbH, Wertheim, Deutschland

ELISA Reader Multiskan FC

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Bestrahlungsgerat Gulmay Medical LTD
RS225 X-Ray Box

Gulmay Medical LTD, Camberley, Surrey,
England

pH-Meter 766 Calimatic

Knick Elektronische Messgerate GmbH &
Co. KG, Berlin, Deutschland

Taumel- Rollenmischer

A. Hartenstein Laborbedarf GmbH,
Wiurzburg, Deutschland

Tab. 14: verwendete Laborgerate

2.1.8. Computerprogramme

In Tabelle 15 sind die verwendeten Computerprogramme aufgefuhrt.

‘ Computerprogramm

Leica Application Suite Software V3.8

Firma

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar,
Deutschland

Image Lab 5.2.1

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Quantity One Software 4.6.9

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Adobe Photoshop CS5

Adobe Systems Incorporated, San Jose,
CA, USA

Skanlt for Multiskan FC 2.5.1

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA

Software Cellometer Auto T4

Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

GraphPad Prim 6

GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA
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Microsoft Office 2011 Microsoft, Redmond, WA, USA

bTM

Image La Software Bio-Rad Laboratories GmbH, Munchen,

Deutschland

Tab. 15: Computerprogramme

2.2. Methoden

2.2.1. Zellkultur

Die Zelllinien Cal27 und HN wurden Uber das Leibnitz Institut DSMZ in Braunschweig, UD-
SCC-5 uber die Hals-Nasen-Ohrenklinik der Universitat Dusseldorf bezogen. Als
Kulturmedium wurde einfach konzentriertes Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(1x DMEM) unter dem Zusatz von 10 % Fetalem Bovinen Serum (FBS), 2 mM Glutamin,
100 U/ml Penicillin und 100 ug/ml Streptomycin verwendet. Alle Zelllinien wurden unter
Standard-Zellkultur-Bedingungen bei 5 % COz und 37 °C im COx-Inkubator kultiviert.

a) Auftauen von Zellen

Die Kryoréhrchen mit den tiefgefrorenen Zellen wurden im Wasserbad bei 37 °C angetaut,
die angetauten Zellen in ein 15 ml Reaktionsgefal® mit 5 ml 1x DMEM uUberfuhrt und mit
der Pipette vereinzelt. Diese Zellsuspension wurde auf 10 cm-Zellkulturschalen mit je 7 ml
Medium aufgeteilt (ca. 1 ml Zellsuspension pro Zellkulturschale) und tUber Nacht im CO,
Inkubator inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel.

b) Splitten von Zellkulturschalen

Sobald der Zellverband in den Zellkulturschalen eine circa 80 %-ige Konfluenz erreicht
hatte (in der Regel nach 2 bis 3 Tagen), wurden die Zellen gesplittet: Hierfur wurde das
alte Medium komplett abgesaugt, einmal mit 5 ml PBS gespult und die Zellschale fur
ungefahr 5 min mit 2 ml Trypsin im Brutschrank inkubiert bis sich die Zellen von der
Zellkulturschale ablosten. Zu der abgelosten Zellsuspension wurden 5 ml frisches Medium
hinzugeflgt, die ganze Suspension in ein 15 ml Reaktionsgefald ubergefuhrt und grindlich
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vereinzelt. Die vereinzelten Zellen wurden in gewunschter Menge auf neue 10 cm-
Zellkulturschalen mit frischem Medium ausgesat und weiter Kkultiviert oder fur

Bestrahlungs- bzw. Inhibitionsversuche verwendet.

¢) Mediumwechsel

Ein Mediumwechsel erfolgte alle zwei bis drei Tage, beziehungsweise am Tag nach jeder
Bestrahlung um abgestorbene Zellen zu entfernen. Dabei wurde das alte Medium komplett

abgesaugt und durch circa 7 ml frisches Medium ersetzt.

d) Einfrieren von Zelllinien

Die Zellkulturschalen wurden wie beim Splitten abgeldst, in ein 15 ml Reaktionsgefaly
uberfuhrt und bei 1500 rpm fur 2 min abzentrifugiert. Der Mediumuberstand wurde
abpipettiert und die am Boden des Reaktionsgefalles abgesetzten Zellen in einem
Freezing Medium bestehend aus FBS und 5 % DMSO erneut in Suspension gebracht.
1 ml dieser Zellsuspension wurden in Kryorohrchen uberfuhrt. Die Kryorohrchen wurden
uber Nacht im Gefrierschrank bei -20 °C eingefroren. Die Langzeitaufbewahrung erfolgte

im flussigen Stickstoff.

2.2.2. Bestrahlung

Fir die Bestrahlungsexperimente wurde das Bestrahlungsgerat ,RS225 X-Ray Box” der
Firma Gulmay Medical LTD im ZPF (Zentrum fur praklinische Forschung) der Klinik und
Poliklinik fur Strahlentherapie und Radiologische Onkologie der Technischen Universitat
Muanchen (Direktorin: Univ.-Prof. Dr. med. Stephanie E. Combs) verwendet. Die
Bestrahlung wurde bei einer gewahlten Spannung von 70 kV, einer Stromstarke von
10 mA und einer Tischhohe von 466 mm mit Filter #3 durchgefuhrt. Aus diesen
Einstellungen resultierte eine Dosis von 1 Gy pro Minute Bestrahlung. Als
Bestrahlungsdosen fur die Experimente wurden 2 Gy, 10 Gy und eine Bestrahlung von
10 Gy aus 5-maligen Einzeldosen zu je 2 Gy festgelegt. Bei dieser sogenannten
fraktionierten Bestrahlung wurde an 5 konsekutiven Tagen mit je 2 Gy bestrahlt um die

Dosis einer Woche einer Patientenbestrahlung in den Tumorzelllinien simulieren zu
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konnen. Die Zellen wurden in den Zellkulturschalen oder 6-well-plates mit Medium und
Deckel bestrahlt. Jeweilige Kontrollen wurden den gleichen Bedingungen ausgesetzt,
jedoch nicht bestrahlt. Eine Proliferationskinetik und eine Kinetik zum klonogenen
Uberleben der drei Zelllinien wurde mit 0,5 Gy, 1 Gy, 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, 10 Gy,
12 Gy, 14 Gy und 16 Gy durchgefuhrt. Bei den kombinierten Experimenten aus Inhibition
und Bestrahlung wurde der jeweilige Inhibitor (vgl. Tab. 2) 1 h vor der Bestrahlung dem
Medium zugefuhrt.

2.2.3. Proliferationsanalysen: modifizierter Crystal-Violett ELISA

Um das Proliferationsverhalten der HNSCC-Zelllinien zu bestimmen, wurde ein
modifizierter Crystal-Violett ELISA durchgefuhrt. Hierfur wurden Zellsuspensionen von
einer 80 % konfluenten Zellschale der Tumorzelllinien auf 5x10* Zellen/ml verdiinnt und
100 wl (also 5x10° Zellen) dieser Suspension in 6-well-plates mit 5 ml Medium pipettiert.
Die 6-well-plates wurden Uber Nacht im COz-Inkubator inkubiert und am nachsten Tag der
Behandlung zugeflhrt (Inhibition, Bestrahlung, Inhibition kombiniert mit Bestrahlung). Die
Inhibition erfolgte dabei 1 h vor Bestrahlung. Die Konzentration der Inhibitoren wurde in
Vorversuchen festgelegt. Fur Experimente mit fraktionierter Bestrahlung wurden die ersten
vier Bestrahlungen mit je 2 Gy in 10 cm Zellkulturschalen durchgefuhrt, die Zellen am
vierten Bestrahlungstag 2 h nach der Bestrahlung abgeldst und auf die oben angegebene
Zellsuspensionskonzentration verdiinnt und 100 ul in 6-well-plates gegeben (= 5x10°
Zellen/6-well-plate).

Nach den Behandlungen wurden die 6-well-plates fur 10 Tage im Brutschrank ohne
Mediumwechsel inkubiert. Danach wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit 2 ml pro
Well-Untereinheit einer 4 % Formaldehydlosung bei Raumtemperatur 10 min fixiert sowie
mit 2 ml 1x DPBS/0,1 % Triton X-100 und 2 ml Aqua dest. gewaschen. Die Zellen wurden
mit 2 ml einer 0,04 % Crystal-Violett-Losung fur 20 min gefarbt und im Anschluss mit Aqua
dest. dreimal gespult. AnschlieBend wurden 2 ml einer 1 % SDS-L6sung hinzugegeben
und die 6-well-plates fur 1 h auf dem Ruttler IKA-VIBRAX-VXR geschwenkt bis die Zellen
komplett lysiert waren. 100 ul dieses SDS-Lysates wurden dreimal in 96-well-plates
umpipettiert, die Extinktion bei 595 nm im ELISA-Reader bestimmt und der Mittelwert aus
diesen drei Werten gebildet. Die Auswertung des Versuches erfolgte mit der Software
Prism 6. Insgesamt wurde der Versuch zur statistischen Auswertung dreimal durchgefuhrt.
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2.2.4. Klonogenes Uberleben: Colony Formation Assay

Zur Bestimmung des klonogenen Uberlebens wurde ein Colony Formation Assay
durchgefuhrt. Hierfur wurden 10 ul der Zellsuspension mit 5x10* Zellen/ml (entspricht 500
Zellen) in einen well mit 5 ml Medium pipettiert. Der Versuchsaufbau entspricht dem des
Crystal-Violett-ELISA. Die 6-well-plates wurden ebenfalls Uber Nacht inkubiert und am
nachsten Tag den jeweiligen Behandlungen ausgesetzt. Nach 10 Tagen wurde das
Medium abgesaugt, die Zellen mit 2ml 1xDPBS gespllt, mit 2ml 4 %
Formaldehydl6sung fixiert und erneut mit 2 ml 1x DPBS gespult. AnschlieRend wurden
2ml 0,04% Crystal-Violett-Losung hinzugegeben, die Zellklone fur 20 min bei
Raumtemperatur gefarbt und danach mit Leitungswasser ausgewaschen. Die gefarbten
und fixierten Zellklone wurden, sobald sie getrocknet waren, mittels dem Molecular Imager
ChemiDoc™ XRS+ und der Software Image Lab 4.1 fotografiert und mit der Software
Quantity One 4.6.9 ausgezahlt. Die Auswertung der Versuche erfolgte ebenfalls mit

Prism 6. Insgesamt wurden n=3 Versuche durchgefuhrt.

2.2.5. Bestimmung des Zellmigrationsverhaltens: Wound Healing Assay

Der sogenannte Wound Healing Assay ist ein wohletabliertes Verfahren um das
Zellmigrationsverhalten im Monolayer zu bestimmen (Rodriguez, Wu et al. 2005). Hierfur
wurden 1x10° Zellen der HNSCC-Zelllinien am Tag vor den jeweiligen Behandlungen pro
well in 6-well-plates in 2 ml Medium ausgesat und uber Nacht inkubiert. Fraktioniert (5x
2 Gy) bestrahlte Zellen wurden am selben Tag nach der vierten Bestrahlung abgeldst und
1x10° Zellen pro well ausgesat und inkubiert. Am nachsten Tag wurde in den komplett
konfluenten Zellrasen mit einer 200 ul Pipettenspitze und Lineal ein gerader Spalt
gezogen — ein sogenannter ,Scratch“. Die abgekratzten Zellen wurden abgesaugt,
zweimal mit 1x DPBS gespult und anschlieRend 5 ml Medium hinzugefugt und, falls im
Experiment vorgesehen, der Inhibitor dazugegeben. Die 6-well-plates wurden im
Anschluss 1 h inkubiert und danach bestrahlt. Fotos des Spaltes wurden an der jeweiligen,
exakt gleichen Stelle direkt nach der Bestrahlung (= 0 h), nach 5 h und nach 10 h mittels
des Leica Mikroskops, der Leica Kamera und der Leica Application Suite Software V3.8
aufgenommen. Das Wiederauffinden der gleichen Stellen wurde durch genaue Markierung
gewabhrleistet. Pro Spalt wurde an 6 verschiedenen Stellen mittels Fotoaufnahme das
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Migrationsverhalten dokumentiert.

Die Auswertung der Fotoaufnahmen erfolgte mittels Adobe Photoshop CS5: Hierfur wurde
mittels der Histogramm-Funktion die Pixelzahl des Gesamtbildes bestimmt (PG), die
Pixelzahl des Spaltes nach 0 h (P1) und die Pixelzahl nach 5 h bzw. 10 h (P2). Daraus
konnte mit folgender Formel die zumigrierte Flache des Scratches bezogen auf die

gesamte Fotoflache berechnet werden:

P2 —-P1
PG

A(%) = 100% X

Der Versuchsansatz wurde zur statistischen Auswertung jeweils dreimal wiederholt.

2.2.6. Ziichtung von Sphdroiden aus der Cal27 Zelllinie: 3D-Zellkultur

Um die Tumorbiologie der HNSCC Zelllinien realitdtsnaher im dreidimensionalen Modell
zu bestimmen, wurden Spharoide gezuchtet. Spharoide bieten hierfir eine gute
Moglichkeit, Aspekte wie Zellorganisation, Migration und interzellularer Adhasion mittels
Integrinen und Cadherinen darzustellen (Bates, Edwards et al. 2000). In umfangreichen
Vorversuchen kristallisierte sich letztendlich die Cal27-Zelllinie als die dafur geeignete
Zelllinie heraus, da sich mit ihr am besten Spharoide in der gewunschten Grol3e, Stabilitat
und Menge zuchten lieen.

Hierfiir wurden die Kits GravityPLUS™ und GravitTRAP™ der Firma InSphero verwendet.
Cal27 Zellen wurden abgeldst und eine Konzentration von 6,25x10* Zellen/ml (=2,5x10°
Zellen/40 ul) eingestellt. 40 ul dieser Zellsuspension wurden als Tropfen in das Gravity-
PLUS™ System je Spharoid {ibertragen und inkubiert. Nach 3 Tagen wurden die Tropfen
geman der Herstelleranleitung in das GravitTRAP™ System Uberfiihrt, einen weiteren Tag
inkubiert und anschlie®end mittels einer 1000 ul Pipette aus dem System aufgesaugt und
auf mit ,ibiTreat” beschichtete 8-well p-Slides der Firma ibidi GmbH Ubertragen, die mit
200 pl Medium befullt wurden. Sobald die Spharoide adharent waren (in der Regel nach
24-48 h) wurde mit der Bestrahlung begonnen (Kontrolle (ctrl), 2 Gy, 10 Gy, 5x 2 Gy) und
die Ausbreitung der Spharoide mittels Leica Mikroskop und der Leica Application Suite

Software fotografiert.
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2.2.7. Immunfluoreszenz der Sphdroide mit E-Cadherin

Nach 6 Tagen wurden die Spharoide auf den p-Slides mit 200 yl 4 % Formaldehyd/
1x DPBS fur 30 min bei Raumtemperatur fixiert und anschlielend 2x 5 min mit 1x DPBS
gespult. AnschlieBend wurden die Slides mit 200 pl 0,25 % Triton-X-100/1x DPBS fur
10 min inkubiert, 3x 2 min mit 1x DPBS gespult und fur 30 min mit 200 pl 5 % Normal Goat
Serum/1x DPBS geblockt. Danach wurde der Primarantikbrper gegen E-Cadherin, der
1:100 mit Antibody Diluent verdinnt wurde, hinzugefugt und bei 4°C uber Nacht inkubiert.
Am nachsten Tag wurde 3x 2min mit 1x DPBS gespult, der Sekundarantikorper Goat anti-
mouse I1g9G, FITC-conjugated (1:100 mit Antibody Diluent) hinzugegeben und 1h bei
Raumtemperatur inkubiert und erneut 3x 5min mit PBS gespdult. Im Anschluss wurde eine
Kernfarbung mit dem Hoechst 33342 Farbstoff (1 pg/ml) fur 5 min durchgefuhrt, kurz mit
PBS gespult und die Slides mit Vectashield Mountain Medium uberschichtet. Bilder der E-
Cadherin-Farbung wurden mit dem Leica Mikroskop und der Leica Application Suite

Software aufgenommen.

2.2.8. Proteinisolation

Um die Proteinexpression mittels Western Blot Analysen bestimmen zu kdnnen, wurden
Proteinlysate gewonnen. Hierfur wurden Proteine von 80 % konfluenten 10 cm Zellschalen
24 h nach der jeweiligen Behandlung isoliert. Eine Kinetik mit Isolation nach 24 h, 48 h,
72 h und 96 h wurde ebenfalls angefertigt.

4,5 ml Aqua dest., 500 pl 10x Zelllysepuffer, 100 yl PMSF und 100 pl Protease Inhibitory
Cocktail wurden miteinander vermengt und auf Eis zum Kuhlen gestellt. Das Medium
wurde abgesaugt und die Platten mit 4 °C kaltem 1x DPBS gespult und abgesaugt. 500 pl
des verdunnten Lysepuffers wurden auf die Zellen gegeben, die Zellen mittels Zellschaber
abgelost und in 1,5 ml Micro Tubes Uberfuhrt. Die Gefalle wurden fur 10 min auf Eis
gekuhlt und zwischendurch mittels Vortexer durchgemischt. AnschlieRend wurden die
Zellsuspensionen bei 4 °C 15 min bei 10000 rpm zentrifugiert. Der fliissige Uberstand mit
den gel6sten Proteinen wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt und bis zur

Proteinmengenbestimmung bei -20 °C eingefroren.
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2.2.9. Bestimmung der Proteinmenge: Bradford Assay

Der Bradford Assay (Bradford 1976) dient der Bestimmung der Proteinmenge in
Proteinisolaten mittels photometrischer Bestimmung. Die Notwendigkeit der quantitativen
Proteinbestimmung besteht darin, dass moglichst aquimolare Mengen der
unterschiedlichen Proteinlysate fur die Gelelektrophorese zur Vergleichbarkeit verwendet
werden sollten. Ziel ist die Bestimmung derjenigen Menge Probel6sung aus Proteinlysat
und Ladepuffer, die 15 pg Protein enthalt. Zunachst wurden die Proteinlysate (s. 2.2.8.)
mit 1x DPBS 1:10 verdinnt und 20 ul des verdunnten Lysates mit 180 yl 1x DPBS und
200 pl 0,01 % Triton X-100/1x DPBS vermengt. Das Bradford Reagenz wurde 1:4 mit 1x
DPBS verdunnt und 600yl davon zu den Probelosungen hinzugegeben. Eine
Kalibrationskurve wurde mit Hilfe einer 0,2 mg/ml BSA L6sung vermengt mit 0,01 % Triton
X-100 hergestellt. Zu jeder dieser BSA-Konzentrationen wurde 600 pl des verdunnten

Bradford Reagenz gegeben.

0,2 mg/ml BSA (ul 0,01 % Triton X-100/PBS (pl
0 0 400
2 10 390
4 20 380
6 30 370
8 40 360

Tab. 16: Kalibrationskurve fur Bradford Assay

Gemessen wurde die Extinktion der Probelosungen und der Kalibrationslosungen in 96-
well-plates bei 595 nm mittels ELISA Reader Multiskan FC. Mittels einer in Microsoft Excel
erstellten Kalibrationsgeraden wurde die bendtigte Menge Probelosung fur die
Gelelektrophorese bestimmt.
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2.2.10. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um die Proteine nach GroRe aufzutrennen wurde eine SDS-Polyacrylamid-
Gelelektrophorese durchgefuhrt auf der Basis eines Tris-Glycin-Laufpuffers nach Laemmli
(Laemmli 1970). Zunachst wurden die Laufgele hergestellt (vgl. Tab.17): Die Dichte des
Laufgels wurde in Abhangigkeit der Proteingrofe gewahlt, die man detektieren wollte. Fir
kleine ProteingroRen wurden Laufgele hoherer Dichte verwendet, flur groRere Proteine
Gele mit geringerer Dichte. Die in Tabelle 17 und 18 angegebenen Mengen reichten fur 4

Laufgele bzw. Sammelgele aus.

Laufgel-Dichte

Aqua dest. 5,72 mi 6,64 ml 4 mi
Acrylamidstammlosung 30 % 5,08 ml 5,32 ml 8,4 ml
mit 0,8 % Bisacrylamide

1 M Tris pH 8,8 7,48 ml 4 mil 7,48 ml
20 % SDS Losung 100 pl 100 pl 100
10 % APS 100 pl 100 pl 100
N,N,N',N'-Tetramethyldiamin- 25 i 25 i 25 i

diamin (TEMED)

Tab. 17: Zusammensetzung des Laufgels

‘ Sammelgel-Dichte 5%
Aqua dest. 7 ml
Acrylamidstammldsung 30 % mit 0,8 % 1,672 mi
Bisacrylamide
1 M Tris pH 8,8 1,252 ml
20 % SDS Losung 50 ul
10 % APS 100 pl
N,N,N’,N'-Tetramethylethylen-diamin 25yl
(TEMED)

Tab. 18: Zusammensetzung des Sammelgels
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Die Gelkammern wurden zu 2/3 mit den zusammengemischten Gelbestandteilen aufgefullt
und mit Aqua dest. Ubergossen und 45 min bei Raumtemperatur polymerisiert. Im
Anschluss wurde das verbliebene Drittel der Gelkammer mit dem Sammelgel befullt (vgl.
Tab. 18) und die Kamme eingefugt, welche die Ladekammern fur die Proteinldsungen
formen. Nach einer Polymerisationsdauer von 15 min konnten die Gele beladen werden.

Die mittels Kalibrationskurve bestimmte Menge Proteinlysat, das 15 pyg Protein enthalt,
wurde 5:1 mit 5x Sample Puffer vermischt (vgl. Tabelle 7) und fir 5 min bei 98 °C im
Thermomixer denaturiert. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde der Probenansatz in die
Gelkammern (ibertragen. Als GroRenstandard wurden 4 pl PageRuler™ Prestained
Protein Ladder in die jeweils letzte Tasche des Gels pipettiert. Die Laufzeit im Blotting
System Mini-PROTEAN® Tetra System bei maximal 120 V betrug 3 bis 4 h, abhangig von

der Proteingrofe.
2.2.11. Western Blot mittels Semidry-Blot System

Western Blot Analysen dienen der Ubertragung der in der Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine Tragermembran. Als Tragermembranen konnen
dabei Nitrocellulose (Towbin, Staehelin et al. 1979) oder modernere Membranen wie
PVDF-Membranen dienen (Tovey and Baldo 1989). In den im Rahmen dieser Arbeit
gezeigten Western Blots wurden PVDF-Membranen verwendet.

[ J

9 Stuck Blotting Papier in Kathodenpuffer

Gel mit aufgetrennten Proteinen
PVDF- Membran
3 Stuck Blotting Papier in Anodenpuffer Il

YV V V VYV VY

6 Stuck Blotting Papier in Anodenpuffer |

Abb. 8: Aufbau des Semidry Blots;
Wanderungsrichtung zur Anode
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Die PVDF-Membran (9 cm x 4,5 cm) wurde 5 min in Methanol p.a. inkubiert, mit Aqua
dest. gespult und 5 min in Anodenpuffer |l inkubiert (vgl. Tabelle 7). Zur Orientierung
wurde die Membran markiert, 6 Stuck Blotting Papier wurden in Anodenpuffer |
eingeweicht, 3 Stuck in Anodenpuffer I, 9 Stuck in Kathodenpuffer (jeweils fur ca. 5 min)
und folgender Blotaufbau fur die Wanderung der Proteine im elektrischen Feld Richtung
Anode gewahlt (vgl. Abbildung 8).

Der Transfer erfolgte im Trans-Blot® SD Semi Dry Transfer Cell bei 225 mA in 80 min.

Die Immundetektion dient der quantitativen Darstellung der Banden eines spezifischen
Proteins mittels Primarantikorper fur das Protein und Sekundarantikorper fur Mouse- oder
Rabbit-IgG. Die Visualisierung erfolgte mittels Chemilumineszenz.

Nach dem Blotten wurde die Membran kurz in Waschpuffer (1x TTBS) geschwenkt und mit
10 ml Antikorperverdunnungspuffer (vgl. Tabelle 7) und dem Primarantikbrper in der
jeweiligen eingesetzten Verdinnung in einem 50 ml Reaktionsgefal® bei 4 °C Uber Nacht

auf einem Rollenmischer inkubiert.

2.2.12. Immundetektion

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fur 7 min in Waschpuffer (1x TTBS)
gewaschen und erneut mit 10 ml Antikorperverdinnungspuffer und dem eingesetzten
Sekundarantikorper im 50 ml Reaktionsgefald fur 1 h auf dem Rollenmischer inkubiert. Die
Membran wurde anschlielend dreimal fur 7 min im Waschpuffer geschwenkt. Die
Membran wurde 1 min in 10 ml SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate
inkubiert und im Anschluss in Frischhaltefolie eingeschlagen und im Molecular Imager
ChemiDoc™ XRS+ von Bio-Rad entwickelt. Die eingesetzten Sekundarantikorper waren
,HRP-linked” also mit einer Horseradisch-Peroxidase verbunden. Dieses Enzym I0st eine
Reaktion mit der ECL LOsung aus, die mittels des Imagers detektiert werden kann, so
dass die Proteinbanden sichtbar werden (Chemilumineszenz Reaktion des Luminols in der
ECL L6sung). Die aufgenommenen Bilder wurden anschlieBend mit der Software Image
Lab 5.2.1 von Bio-Rad bearbeitet.
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2.2.13. Immunpridzipitation

Proteinisolate fur die Immunprazipitation (IP) wurden auf dieselbe Weise gewonnen wie
unter 2.2.8. beschrieben. Die Behandlung der Cal27 Zellen erfolgte dafur folgendermalien:
Kontrolle ohne Behandlung, 2 Gy und 2 Gy + MK2206-2HCI. Fur die IP wurde das Kit
Catch and Release® der Firma Millipore, in dem bereits ein 10x Waschpuffer, ein
Antibody Capture Affinity Ligand (0,1 mg/ml), ein 1x Denaturing Elution Buffer und ein 4x
Non-Denaturing Elution Buffer sowie Spin Columns und Capture Tubes enthalten sind,
verwendet. Mittels Bradford Assay und Kalibrationskurve wurde die Menge an Proteinlysat
bestimmt, die 500 ug Protein enthalt. Der 10x Waschpuffer wurde mit Aqua dest. zu einem
einfachen Waschpuffer verdinnt, der Bodenverschluss des Spin Column abgebrochen,
der Deckel abgeschraubt und das Gefal in ein Capture Tube Uberfuhrt und bei 5000 rpm
30 s abzentrifugiert. Danach wurde der Spin Column nacheinander zweimal mit 400 ul des
1x Waschpuffers bei 5000 rpm fur je 30 s gewaschen und der Bodenverschluss wieder

aufgesteckt. AnschlielRend wurde die Spin Column mit dem angesetzten Master Mix fur

die IP fur eine Nacht bei 4 °C auf einem Rollenmischer inkubiert (siehe Tab. 19).

Reagenz Volumen Konzentration bzw. Menge
Waschpuffer X Ml 1x

Zelllysat x Ml (bestimmt mit Bradford) 500 pg

Antikorper 10 ul 1:50

Affinity Ligand 10 pl 1x

Endvolumen 500 pl

Tab. 19: Zusammensetzung Master Mix fur Immunprazipitation

Als Antikorper wurde ein Antikorper gegen Sin1 eingesetzt. Am nachsten Tag wurde der
Bodenverschluss wieder entfernt, die Spin Column ohne Deckel in ein Capture Tube
uberfuhrt und bei 5000 rpm 30 s zentrifugiert und danach 3x mit 400 uyl 1x Waschpuffer bei
5000 rpm gewaschen. Die Spin Column wurde anschliel3end in ein neues Capture Tube
gesetzt. 70 yl 1x Denaturing Elution Buffer wurden in die Spin Column pipettiert und
wieder 30 s bei 5000 rpm abzentrifugiert. 20 pyl des Proteineluats wurden fur die Western
Blot Analysen verwendet. Als Primarantikorper wurde im Rahmen der Blot Analysen Anti-

Phosphothreonin 1:1000 verwendet.
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2.2.14. Invasionskammer

Um das Invasionspotential der Tumorzellen zu untersuchen, wurden Versuche mit einer
Invasionskammer durchgefuhrt (Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion Chamber).
Hierfir wurden die Zellen auf 10 cm Kulturschalen kultiviert und bestrahlt (ctrl, 2 Gy, 5x 2
Gy). Die Invasionskammern wurden von -20 °C auf Raumtemperatur gebracht und die
Membran mit 500 ul 37° C warmem 1x DMEM ohne Zusatz von FBS fur 2 h rehydriert.
Nach der Rehydrierung wurde das Medium verworfen und 500 ul einer Suspension mit
5x10* Zellen/ml (entspricht 2,5x10* Zellen) auf das Insert mit der Membran gegeben (das
Medium der Zellsuspension enthalt dabei kein FBS). Der Boden der Kammern wurde mit
750 ul Medium, das FBS als Chemoattraktans enthalt, benetzt. Die Kammern wurden
daraufhin bei 37 °C im Inkubator bei 5 % CO, fur 22 h belassen. AnschlieRend wurden die
nicht-invadierten Zellen mit Hilfe eines Wattestabchens von der Membranoberflache
abgekratzt, die Membranen mit einem Skalpell herausgeschnitten und fur je 2 min in je
700 pl Methanol p.a., Hoechst 33342 (1 pg/ml) und 1x DPBS inkubiert. Das Methanol
diente dem Fixieren der Zellen in der Membran; mittels Hoechst wurde eine Kernfarbung
der invadierten Zellen vorgenommen, um die Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar zu machen. Die Membranen wurden auf Objekttrager gegeben und mit
Vectashield Eindeckmedium benetzt. Unter dem Mikroskop wurde die Anzahl der

invadierten Zellen fur die jeweilige Behandlung bestimmt.

2.2.15. Statistische Auswertungen

Auswertungen zur statistischen Uberpriifung von signifikanten Unterschieden zwischen
den einzelnen Behandlungen wurden mit der Software GraphPad Prism 6 von GraphPad
durchgefuhrt. Unter der Annahme einer Normalverteilung der gemessenen Werte wurden
dabei unpaired t-tests zur Ermittlung von statistischen Signifikanzen unter dem
Signifikanzniveau p<0.05 verwendet (vgl. Tabelle 20). Die graphische Darstellung der
Ergebnisse erfolgte ebenfalls mittels Prism 6.

Alle Versuche wurden n=3 durchgefuhrt, Invasionsversuche n=4.
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Signifikanzniveau

p<0,05 * signifikant
p<0,01 ** sehr signifikant
p<0,001 *** hochst signifikant

Tab. 20 p-Werte und ihre Signifikanz
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3. Ergebnisse

3.1. Biologische Analysen: klonogenes Uberleben, Proliferation und Migration

Im Folgenden werden nun die in den Laborexperimenten erzielten Ergebnisse dargestellt.
Zu Beginn wurde mittels modifiziertem Crystal-Violett ELISA fur die Zelllinien Cal27, HN,
und UD-SCC-5 eine Strahlenkinetik mit den Bestrahlungsdosen 0 Gy, 0,5 Gy, 1 Gy, 2 Gy,
4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, 10 Gy, 12 Gy, 14 Gy und 16 Gy aufgestellt, um die biologische Wirkung
der Bestrahlung auf die unterschiedlichen Zelllinien in Abhangigkeit von der Strahlendosis
erfassen zu konnen.

Cal27 HN

125+ 125~
=< 1004 =< 100
c c
L 75 L 751
B [
L 50 L 501
° °
o 251 o 259

0- 0-

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16

Strahlendosis [Gy] Strahlendosis [Gy]

UD-SCC-5
125
100

Proliferation [%]

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Strahlendosis [Gy]

Abb. 9: Darstellung der Strahlenkinetiken von 0 Gy bis 16 Gy fur die Zelllinien HN,
Cal27 und UD-SCC-5

70



Anhand der Abbildung 9 lassen sich gewisse Unterschiede im Kurvenverlauf ausmachen:
HN ist eine Zelllinie, welche sehr sensitiv bereits auf niedrige Bestrahlungsdosen mit einer
Reduktion des Proliferationsverhaltens reagiert, wohingegen UD-SCC-5 eher erst in
hoheren Gray-Dosierungen mit einer starkeren Proliferationsabnahme reagiert und somit
als strahlenresistentere Zelllinie bezeichnet werden kann. Cal27 liegt diesbezlglich
zwischen HN und UD-SCC-5.

Abbildung 10 stellt fur alle drei Zelllinien die biologische Wirkung von 2 und 10 Gy
Bestrahlungsdosis auf klonogenes Uberleben und Proliferation dar. Bei Cal27 findet sich
eine signifikante Abnahme im klonogenen Uberleben und der Proliferation unter 10 Gy
gegenuber der Kontrolle (jeweils p<0.0001) und eine signifikante Abnahme in der
Proliferation (p=0.0086) und des klonogenen Uberlebens (p=0.0364) bei 2 Gy. Bei HN als
strahlensensible Zelllinie lasst sich eine signifikante Abnahme bezlglich klonogenem
Uberleben und Proliferation fiir 2 Gy (p=0.0018 und p=0.0033) und fiir 10 Gy (p= 0.0002
und p<0.0001) nachweisen. Bei UD-SCC-5 findet sich lediglich bei 10 Gy eine signifikante
Abnahme des klonogenen Uberlebens sowie der Proliferation (p=0.0006 bzw. p<0.0001),
bei 2 Gy hingegen lassen sich keine signifikanten Unterschiede gegenuber der Kontrolle
nachweisen, was die Ergebnisse der Strahlenkinetik bestatigt und UD-SCC-5 als eine
strahlenresistentere Zelllinie charakterisiert.
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Abb. 10: Klonogenes Uberleben und Proliferation

Fur einige Tumorentitaten wie dem Glioblastom und HNSCC wurde eine strahleninduzierte
Migration beschrieben. Das bedeutet, dass durch Bestrahlung eine Zunahme des
migratorischen Potentials entsteht (Wild-Bode, Weller et al. 2001, Pickhard, Margraf et al.
2011). Um das Migrationsverhalten der in dieser Arbeit verwendeten HNSCC Zelllinien zu
uberprufen, wurden Wound Healing Assays durchgefuhrt. Abbildung 11 stellt fur die
Zelllinien HN, Cal27 und UD-SCC-5 die Zunahme der Zellmigration nach 10 h dar. Fir alle
drei Zelllinien war eine signifikante Zunahme der Zellmigration bei Bestrahlung mit 2 Gy
und bei 10 Gy gegenuber den Kontrollen nachweisbar: Fur Cal27 lagen die signifikanten
Unterschiede der Behandlung mit 2 Gy gegenuber der Kontrolle bei p=0.0385 bzw. bei
Vergleich einer Behandlung mit 10 Gy mit dem Kontrollversuchsansatz bei p=0.0008.
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Verglichen mit dem Kontrollansatz lagen die p-Werte fur HN bei p=0.0061 unter 2 Gy
Bestrahlungsdosis bzw. bei p=0.0282 unter 10 Gy Bestrahlungsdosis, fur UD-SCC-5 bei
p=0.0405 wunter 2 Gy bzw. bei p=0.0246 wunter 10 Gy Bestrahlungsdosis.
Zusammenfassend ist somit in allen verwendeten Zelllinien eine sogenannte
strahleninduzierte Migration der HNSCC-Zellen nach 10 h nachweisbar, und dies sowohl
bei Bestrahlung mit einer Einmaldosis von 2 Gy als auch mit 10 Gy Einzeldosis.

Abbildung 12 stellt fur Cal27 exemplarisch mittels Phasenkontrast (10x) mikroskopisch
aufgenommene Fotos des Scratches nach 10 h fur den Kontrollversuch und die mit 2 Gy
bzw. 10 Gy bestrahlte Versuchsanordnung dar, anhand derer man die strahleninduzierte
Zunahme der Migration gut nachvollziehen kann.
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Abb. 11: Zunahme des migratorischen Potentials unter Bestrahlung mit 2 und 10 Gy
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10GyOh 10 Gy 10 h

Abb. 12: mikroskopische Beispielaufnahmen des Scratches fiir ctrl, 2 Gy und 10 Gy
nach 10 h (Cal27). Der MaRstabsbalken entspricht einer Lange von 100 um

Um die Ergebnisse des Wound Healing Assays in einer Versuchsanordnung zu

Uberpriufen, welche die in vivo Realitat eines Tumors besser abdeckt, wurden kleine
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dreidimensionale Tumorgebilde — sogenannte Spharoide — aus der Cal27 Zelllinie
gezlchtet. Diese Spharoide wurden auf mit ,ibiTreat* beschichtete Objekttrager der Firma
ibidi Ubertragen und, sobald adharent, bestrahlt und die GrélRenzunahme mittels
Phasenkontrastaufnahmen detektiert. Abbildung 13 stellt diese Grélkenzunahme der mit
2 Gy bzw. 10 Gy bestrahlten Spharoide im Vergleich zu Kontrollspharoiden dar. Es ist
deutlich erkennbar, dass sich bestrahlte Spharoide im Zeitverlauf weiter innerhalb der
Objekttragerbeschichtung ausbreiten als Kontrollspharoide und die erzielten Ergebnisse
bestatigen jene aus dem Wound Healing Assay, wo gezeigt werden konnte, dass
bestrahlte Tumorzellen gegenuber unbestrahlten Tumorzellen Uber ein erhohtes
migratorisches Potential verfugen.

—e— ctrl.
- 2 Gy
-4~ 10 Gy

Zunahme Migration

Abb. 13: GroRenzunahme von Spharoiden in der Objekttragerbeschichtung (oben),
Beispielaufnahme eines Spharoids bei Injektion auf Objekttrager (unten links) und
nach Ausbreitung in Beschichtung des Objekttragers (unten rechts)
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3.2. Western Blot Analysen und Wound Healing Assays zum Migrationsverhalten

Um die biochemischen Veranderungen der HNSCC-Zellen unter Bestrahlung zu
untersuchen und die bei Migration und Zelluberleben beteiligten Zellsignalwege zu
entschlusseln, wurden Proteinanalysen mittels Western Blot Technik durchgefuhrt. Da
bekannt ist, dass der EGFR und nachgeschaltene Signalwege eine entscheidende Rolle
bezlglich Migrationssteuerung und Zelliberleben einnehmen, wurden zuerst diese
Zellmoleklle betrachtet. Der Literatur ist zudem zu entnehmen, dass eine durch
Bestrahlung induzierte EGFR-Phosphorylierung mit erhohter Zellmigration korreliert
(Rappl, Piontek et al. 2008, Pickhard, Margraf et al. 2011). Ebenso ist beschrieben, dass
eine Aktivierung des EGFR bereits wenige Minuten nach der Bestrahlung erfolgt (Schmidt-
Ullrich, Valerie et al. 1996). Im Folgenden wurden nun die langzeitigen biochemischen
Veranderungen in den Zellsignalwegen beleuchtet. Abbildung 14 stellt die Western Blot
Analysen der EGFR-abhangigen Signalwege AKT, ERK und p38-MAPK dar, wobei
Proteinisolate 24 h, 48 h, 72h und 96 h nach der Bestrahlung entnommen wurden.
Auffallend ist dabei eine kontinuierliche Aktivierung der EGFR-abhangigen Signalwege:
Eine unter Bestrahlung induzierte Phosphorylierung des AKT bei Ser473 ist sowohl unter
2 Gy als auch unter 10 Gy von 24 h bis 96 h nachweisbar, ebenso gilt dies fur die ERK-
Phosphorylierungsstellen am Thr202 und Tyr204 bzw. die p38 MAPK-
Phosphorylierungsstellen am Thr180 und Tyr182. Im Gegensatz dazu st
interessanterweise die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors an Tyr1068 in der Zeitkinetik
von 24 h bis 96 h abnehmend, was darauf schlie3en lasst, dass die Aktivierung des EGFR
sich tatsachlich nur kurze Zeit nach der Bestrahlung abspielt, wohingegen die Aktivierung
der dem EGFR nachfolgenden Zellsignalwege Uber mindestens 96 h aufrecht erhalten
bleibt. AKT, ERK und p38 sind Zellmolekule, die gemeinsam die Glykogen Synthase
Kinase 3B als target haben (Cross, Alessi et al. 1995, Ding, Xia et al. 2005, Thornton,
Pedraza-Alva et al. 2008), eine Kinase, welche mit zahlreichen Zellfunktionen, unter

anderem auch Zellmigration in Verbindung gebracht wird (Sun, Rodriguez et al. 2009).
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Abb. 14: Darstellung der Proteinanalysen zum Migrationsverhalten mittels Western
Blot Technik. Zu sehen sind Analysen des EGFR und der nachgeschalteten
Zellsignalwege in einer Zeitkinetik von 24 h bis 96 h

Aus diesen Uberlegungen heraus wurden Proteinanalysen von GSK3B und von GSK3-
abhangigen Zellmolekilen erstellt, welche die Migration beeinflussen: FAK, Paxillin, B-
Catenin und die Integrine B4 und B4. Abbildung 15 zeigt diese Western Blot Analysen: Zu
sehen ist eine Zunahme der inhibitorischen Phosphorylierung des GSK3p am Ser9 unter
Bestrahlung, wohingegen die Kontrolle kaum inhibitorische Phosphorylierung am Ser9
aufweist.

Ebenfalls ist in den Analysen Uber die gesamte Zeitkinetik hinweg unter Bestrahlung eine
Abnahme der FAK-Phosphorylierung an Tyr397, der Paxillin-Phosphorylierung an Tyr118
und eine Abnahme der Gesamt-Integrine 31 und B4 sichtbar. Die Gesamtproteine von AKT,
ERK, p38-MAPK, GESK3B, FAK, B-Catenin und Paxillin zeigen keine Anderung des

Expressionsverhaltens.
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Abb. 15: Western Blot Analysen von GSK3f und downstream targets: die obere
Abbildung zeigt die jeweiligen regulierten Phosphorylierungsstellen, die untere
Abbildung die jeweiligen Gesamtproteine

Unter der Hypothese, dass die GSK3B-Inhibition durch die konstitutive Aktivierung der
EGFR-abhangigen Signalwege AKT, ERK und p38-MAPK bedingt ist, wurden Western
Blot Analysen mit Inhibitoren der jeweiligen Signalwege durchgefuhrt (vgl. Abbildung 16).
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Da die Proteinanalysen zwischen 2 Gy und 10 Gy keine erkennbaren Unterschiede
aufwiesen, wurden diese Analysen nur unter der Bestrahlungsdosis 2 Gy mit und ohne

Einsatz von Inhibitoren vollzogen.

2 Gy - + + + + +
SB203580 - - - - - +
Uo126 - - - - + -
PD98059 - - - + - -
MK2206 - - + - - -
Rt A S e p-Akt Serd73
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T GaEe TS aass aaes e Tubulin

Abb. 16: Darstellung der EGFR-abhangigen Signalwege unter Bestrahlung +/-
Inhibition mit spezifischen Inhibitoren fir AKT (MK2206), MEK1/2 (U0126), MEK
(PD98059) und p38-MAPK (SB203580)

Als Inhibitoren fungierten MK2206 gegen AKT, U0126 gegen MEK1/2 bzw. PD98059
gegen MEK als Inhibitoren des ERK-Signalwegs sowie SB203580 gegen p38-MAPK. Die
Wirkung von MK2206 ist sichtbar anhand des Verlustes der Phosphorylierung am Ser473
des AKT und anhand des Verlustes der Phosphorylierung am Ser9 von GSK3, da dort
AKT GSK3B phosphoryliert. U0126 und PD98059 bewirken eine Abnahme der
Phosphorylierung von ERK1/2 an Thr202/Tyr204. Die Wirkung auf GSK3 kann allerdings
nur indirekt Uber die Zunahme der B-Catenin-Phosphorylierung dargestellt werden, da kein
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kommerzieller Antikorper fur die Phosphorylierungsstelle von ERK an GSK3 erhaltlich
war. SB203580 reversiert die Phosphorylierung von p38-MAPK an Thr180/Tyr182 und
ebenso dessen Phosphorylierungsstelle am Thr390 von GSK3[.

Was bei den Western Blot Analysen bei allen vier eingesetzten Inhibitoren
augenscheinlich ist, ist, dass jeder dieser Inhibitoren alleine ausreicht, um den durch die
Bestrahlung ausgelosten Phosphorylierungsverlust von B-Catenin, FAK und Paxillin
aufzuheben und die Integrine wieder auf das Niveau der Kontrolle zu bringen.

Der fehlende Einfluss von Bestrahlung und Inhibitoren auf die Gesamtproteinexpression
ist in Abbildung 17 dargestellt.

2 Gy - + + + + +
SB203580 - - - - - +
U0126 - - - - + -
PD98059 - - - + - -
MK2206 - - + - - -

T T TR TS e e AKT

—_— e e e . e ERK1/2
S SIS G NSRS SENES eSS 038 MAPK
S G G S G GSK3p
A G G G — A _catcnin

— — — —— a— e FAK
T — — ———— paxillin

Abb. 17: Gesamtproteine unter Bestrahlung +/- Inhibition

Wenn nun die Aktivierung von AKT, ERK und p38-MAPK uber GSK3p Einfluss auf die
Zellmigration mittels B-Catenin, FAK, Paxillin und Integrine nimmt, wie aufgrund der
Western Blot Analysen zu vermuten ist, so musste der Einsatz dieser Inhibitoren auch die
strahleninduzierte Migration, welche in den Wound Healing Assays gezeigt werden
konnte, hemmen. Daher wurden erneut Wound Healing Assays unter Einsatz jener
Inhibitoren an der Cal27 Zelllinie durchgefuhrt (vgl. Abbildung 18). Unter 2 Gy Einmaldosis

konnte erneut eine signifikante Zunahme der Zellmigration nachgewiesen werden
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(p=0.0385). Diese strahleninduzierte Migration konnte unter Einsatz jedes einzelnen
Inhibitors auf Kontrolllevel signifikant reduziert werden (p=0.0074 bei Einsatz von MK2206,
p=0.0041 bei Einsatz von U0126, p=0.0049 unter PD98059 und p=0.0163 unter
SB203580). Zwischen der Migration der Kontrolle und der Migration unter 2 Gy mit Einsatz
des jeweiligen Inhibitors bestand kein signifikanter Unterschied.
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Abb. 18: Reversion der strahleninduzierten Migration unter Einsatz spezifischer
Inhibitoren
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3.3. Immunfluoreszenz von Tumorsphdiroiden

Als ein Marker fur erhdhte Migration, Invasion und epitheliale-mesenchymale Transition
gilt der Verlust von membranstandigem E-Cadherin (Lee, Dedhar et al. 2006). Um zu
Uberprufen, ob die bestrahlten Spharoide eine Veranderung in dieser Expression
aufweisen, wurden die bestrahlten Tumorspharoide fixiert und mittels Immunfluoreszenz
auf E-Cadherin angefarbt. Abbildung 19 zeigt mit dem Fluoreszenzmikroskop (20x)
aufgenommene Bilder aus dem Randbereich von Kontrollspharoiden und mit 2 respektive
10 Gy bestrahlten Spharoiden. Erkennbar ist hier eine Abnahme von membranstandigem
E-Cadherin bei den Tumorzellen am Rand der bestrahlten Spharoide.

Kontrollspharoid

ohne Bestrahlung
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Verlust membranstandigen
E-Cadherins unter 2 Gy
Bestrahlung

Verlust membranstandigen
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Bestrahlung

Abb. 19: Immunfluoreszenz mit E-Cadherin an Tumorspharoiden
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3.4. Western Blot Analysen zur Proliferationsabnahme unter Bestrahlung

Die Abbildungen 9 und 10 zeigen eine dosis-abhangige, deutliche Reduktion der
Tumorzellproliferation unter Bestrahlung im Crystal-Violett ELISA. In der Literatur ist
MmTOR als eine zentrale Steuereinheit der Proteinbiosynthese beschrieben (Wang and
Proud 2006). Aus diesem Grund wurden mit Cal27 Western Blots durchgefuhrt, welche die
Proteinlevels von mTOR und weiteren fur die Proteinbiosynthese entscheidenden
Zellproteinen analysieren.

Abbildung 20 stellt die Proteinexpression von mTOR und dessen downstream targets
S6Kinase1 und 4EBP1 dar. Aktives mTOR fuhrt, gebunden im mTORC1, zu einer
Phosphorylierung und Aktivierung von p70S6 Kinase 1 am Thr389 und zu einer
Phosphorylierung von 4EBP1 am Ser65 und Thr70 und daruber zu einer Aktivierung der
Proteinbiosynthese. Kennzeichnend fur alle drei Zellmolekule ist eine Abnahme der
Proteinphosphorylierungen unter Bestrahlung, wohingegen die unbestrahlte Kontrolle eine
starke Proteinphosphorylierung aufweist. Diese Abnahme in der Phosphorylierung bleibt
uber die Zeitkinetik hinweg von 24 h bis 96 h konstant und erklart die Reduktion des Proli-

2Gy 10Gy

ctrl 24h  48h 72h 96h ctrl 24h 48h 72h 96h
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Abb. 20: Western Blot Analysen von mTOR und downstream targets
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ferationsverhaltens in den biologische Analysen.
Um zu uUberprifen, welche Rollen die beiden mTOR-Komplexe mTORC1 und mTORC2

einnehmen, wurden mittels Western Blots und Immunprazipitation Proteinlevel von Sin1

und dessen Mal} an Threonin-Phosphorylierung bestimmt. Sin 1 wird als der Partner im

MmTORC2 betrachtet, welcher durch seine Phosphorylierung an Threoninresten daruber

entscheidet, ob der mTORC2 stabilisiert oder destabilisiert ist (Jacinto, Facchinetti et al.
2006, Liu, Gan et al. 2013). Im dephosphorylierten Sin1-Zustand ist mTORC2 stabil und
kann AKT an Ser473 phosphorylieren, im destabilisierten Zustand zerfallt mTORC2.
Abbildung 21 zeigt die Western Blots fur mTOR, p70S6 Kinase 1, 4EBP1, Sin1 und AKT,
wobei die obere Abbildung die wichtigsten und die Aktivitat beeinflussenden Phosphorylie-

2 Gy

MK2206

2 Gy

MK2206

p-mTOR Ser2448

p-p70S6 kinase Thr389

p-4EBP1 Ser65

IP: Sin1/ IB: phospho-threonine

p-AKT Serd73

p-Sin1 Ser385

Tubulin

mTOR

p70S6 kinase

4EBP1

Sin1

AKT

Abb. 21: Western Blot Analysen und Immunoprizipitation zur Uberpriifung des

Regelkreislaufs zwischen mTOR, Sin1 und AKT 24 h nach Bestrahlung/Inhibition
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rungsstellen der genannten Proteine darstellt, die untere Abbildung zeigt die Western
Blots fur die Gesamtproteinmenge. Ersichtlich ist eine Abnahme der mTOR-
Phosphorylierung am Ser2448, der p70S6Kinase am Thr389, von 4EBP1 am Ser65 unter
Bestrahlung, wohin gegen AKT am Ser473 und Sin1 am Ser385 stark phosphoryliert sind.
Die in der Kontrolle vorhandene Threonin-Phosphorylierung am Sin1 wird unter
Bestrahlung aufgehoben. Der gleichzeitige Einsatz des AKT-Inhibitors MK2206 unter 2 Gy
Bestrahlungsdosis bewirkt eine Reversion der unter Bestrahlung induzierten AKT-
Phosphorylierung und ebenso eine Abnahme der Sin1-Phosphorylierung am Ser385.

3.5. Der Einfluss fraktionierter Bestrahlung auf Proliferation, klonogenes
Uberleben, Migration und Invasion

Oben konnte gezeigt werden, welche Zellsignalwege eine erhohte Tumorzellmigration
unter Bestrahlung mit einer Einmaldosis von 2 respektive 10 Gy induzieren. Im klinischen
Kontext werden oft Bestrahlungsschemen von 5x 2 Gy an § aufeinander folgenden Tagen
in einer Woche verwendet. Daher sollen im Folgenden die Ergebnisse einer
Versuchsreihe mit einer fraktionierten Bestrahlung mit 5x 2 Gy an Tumorzelllinien des
HNSCC im Hinblick auf Uberleben, Proliferation, Migration sowie Invasion dargestellt
werden und Anderungen in der Expression von den wichtigen Zellsignalwegen gezeigt

werden.

Abbildung 22 stellt den Einfluss von Bestrahlung mit 2 Gy und 5x 2 Gy auf das klonogene
Uberleben und die Zellproliferation dar. Sichtbar wird in allen drei verwendeten Zelllinien
(UD-SCC-5, Cal27 wund HN) eine deutliche und signifikante Reduktion der
Tumorzellproliferation und des klonogenen Uberlebens unter fraktionierter Bestrahlung.
Dabei konnte in allen Zelllinien eine hoch signifikante Reduktion auf unter 25 % des
Kontrolliberlebens bzw. der Kontrollproliferation erzielt werden. Ebenfalls ist erneut das
signifikante Ansprechen bei HN und Cal27 auf eine Einmaldosis von 2 Gy sichtbar,
wohingegen 2 Gy keine signifikante Anderung des Uberlebens und der Proliferation bei
UD-SCC-5 bewirkt.
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Abb. 22: Darstellung von klonogenem Uberleben und Proliferation unter
fraktionierter Bestrahlung

Zur Uberprifung des Migrationsverhaltens fraktioniert bestrahlter Zellen wurden Wound
Healing Assays durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich in allen drei Zelllinien eine signifikante
Zunahme der Zellmigration gegenuber unbestrahlten Kontrollen unter 2 Gy Einmaldosis
und eine signifikante Reduktion dieser induzierten Zellmigration durch den Einsatz
fraktionierter Bestrahlung von 5x 2 Gy. Zwischen den Werten der Kontrolle und der
fraktionierten Bestrahlung lagen keine signifikanten Unterschiede bei Cal27 und HN
(Signifikanzniveau p<0.05). Bei UD-SCC-5 konnte zwischen der Kontrolle und der
fraktionierten Bestrahlung eine signifikante Reduktion nachgewiesen werden (p=0.0157).

Die Migrationsergebnisse sind in Abbildung 23 mit den jeweiligen p-Werten dargestellt.
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Abb. 23: Migrationsverhalten unter fraktionierter Bestrahlung

Um zu Uberprifen, ob eine fraktionierte Bestrahlung neben der Reduktion der
Zellmigration auch einen Einfluss auf Tumorzellinvasion hat, wurden mittels
Invasionskammern Versuche zur Detektion der Zellinvasion unter Bestrahlung von 2 Gy
und 5x 2 Gy unternommen. Abbildung 24 stellt diese Ergebnisse, durchgefuhrt mit den
Cal27, HN und UD-SCC-5 Zelllinien dar.

89



c 4~
c o . 0.0014 '
7 T o ®
‘; . i
z i T,
5 3 2- °
© o
o
-% ©

c °
c 5
N N o . . .

66\ ) ‘1&04‘
"b
‘3+

Zunahme der Tumorzellinvasion bei Cal27 Zunahme der Tumorzellinvasion bei UD-

unter Bestrahlung mit 2 Gy und 5x 2 Gy SCC-5 unter Bestrahlung mit 5x 2 Gy

c 4-

o

)

S 3 0.0021

£

)

£

£ 14 I

N c I || > 1

& 3 )
& o o
an Vv
N

Zunahme der Tumorzellinvasion bei HN
unter Bestrahlung mit 2 Gy

Abb. 24: Tumorzellinvasion unter fraktionierter Bestrahlung

Erkennbar ist eine statistisch signifikante Zunahme der Invasion bei Cal27 unter 2 Gy
Strahlendosis sowie unter fraktionierter Bestrahlung gegenuber unbestrahlten Tumorzellen
(p= 0.0391 fur 2 Gy, p= 0.0172 unter fraktionierter Bestrahlung). Bei HN ist hingegen nur
unter 2 Gy eine statistisch signifikante Zunahme der Invasion gegenuber der Kontrolle
erkennbar (p= 0.0021), bei UD-SCC-5 unter fraktionierter Bestrahlung (p=0.0014).
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3.6. Proteinexpression wichtiger Tumorzellsignalwege unter fraktionierter
Bestrahlung

Bestrahlung mit 2 Gy und 10 Gy bewirkte eine Aktivierung der AKT-, MAPK- und p38-
Signalwege sowie eine Inaktivierung von GSK3B mit konsekutivem Verlust der
Proteinexpression von FAK, Paxillin und Integrinen. Um zu Uberprifen, welche
Auswirkung eine fraktionierte Bestrahlung auf diese Zellsignalwege hat, wurden erneut
Western Blot Analysen durchgefuhrt. Abbildung 25 stellt diese dar.

5x 2 Gy - - - +
10 Gy - - +
2 Gy - +
D - — p-Akt Serd73
— e—— — p-Erk1/2 Thr202/Tyr204
R —— - p-p38 MAPK Tyr180/Thr182
L = A p-GSK3p Ser9
— — — p-GSK3p Thr390
S ——ne Integrin p1
G - « o o oy Integrin B4
—— . p-Fak Tyr397
—— —— p-B-catenin Ser33/37
. G S — Tubulin

Abb. 25: Proteinexpression der AKT, ERK, p38 Signalwege unter fraktionierter
Bestrahlung sowie GSK3p und downstream targets

Unter fraktionierter Bestrahlung ist, verglichen mit unbestrahlten Proteinisolaten, eine
erhohte Proteinphosphorylierung von AKT, EKR, p38 und GSK3B im Western Blot auf
einem ahnlichen Level nachweisbar, wie unter Bestrahlung mit 2 Gy und 10 Gy. Auffallig
ist jedoch, dass es unter fraktionierter Bestrahlung, trotz der GSK33-Phosphorylierung und
damit konsekutiver Inaktivierung von GSK3B nicht zu einer Abnahme der
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Proteinphosphorylierung an dessen downstream targets (-Catenin, FAK, Integrin und
Paxillin kommt, wie unter Bestrahlung mit 2 Gy und 10 Gy und wie es eigentlich bei einer
GSK3p-Inhibition zu erwarten ware. Stattdessen befindet sich die Phosphorylierung dieser
Marker unter fraktionierter Bestrahlung im Western Blot wieder auf dem Niveau der

unbestrahlten Kontrollisolate.

Unter einmaliger Bestrahlung konnte gezeigt werden, dass mTOR als Steuereinheit der
Proteinbiosynthese und die downstream marker p70SK1 und 4EBP1 in der
Proteinphosphorylierung herunterreguliert werden. Diese Marker wurden nun auch unter
fraktionierter Bestrahlung untersucht. Abbildung 26 zeigt die Proteinphosphorylierungen im
Western Blot fur mTOR, p70S6K1 und 4EBP1 unter 2 Gy, 10 Gy und 5x 2 Gy Bestrahlung
im Vergleich zur Kontrolle.

5x 2 Gy - - - +
10 Gy - - +
2 Gy - *
-—— - - - - - p-mTOR Ser2448
—— — p-p70S6 Kinase Thr389
_— p-4EBP1 Ser65
. S S — Tubulin

Abb. 26: Western Blots unter fraktionierter Bestrahlung von mTOR und downstream
targets

Sichtbar ist eine Abnahme der Phosphorylierung von mTOR an Ser2448, von p70S6K1 an
Thr389 und von 4EBP1 an Ser65 sowohl unter einmaliger Bestrahlung mit 2 Gy oder
10 Gy als auch bei fraktionierter Bestrahlung mit 5x 2 Gy.
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3.7. Auftreten von Tumorstammzellmarkern durch fraktionierte Bestrahlung

Tumorstammzellen wird eine entscheidende Rolle in der Entstehung, der
Aufrechterhaltung, der  Resistenzentwicklung gegen  Therapien und der
Metastasenentwicklung bosartiger Neoplasien zugeschrieben (Allegra and Trapasso
2012). Um zu uberprufen, ob in HNSCC Marker von Tumorstammzellen nachweisbar sind
und ob sich das Auftreten dieser unter Bestrahlung verandert, wurden Western Blot
Analysen mit der Cal27 Zelllinie durchgefuhrt und auf diejenigen Marker hin Gberpruft, die
bei Kopf-Hals-Tumoren sowie bei einigen anderen epithelialen Tumoren mit
Krebsstammzellen in Verbindung gebracht werden: CD44, ALDH1, Sox, Oct4 und Nanog
(Allegra and Trapasso 2012, Lee, Oh et al. 2014, Wang, Lu et al. 2014). Abbildung 27
zeigt diese Western Blot Analysen.

5x 2 Gy
10 Gy

2 Gy - +

+
+
- ALDH1A1
a CD44
—-—— Oct4
o e e Sox2Sox2

s  Nanog

— N CE— — Tubulin

Abb. 27: Western Blot Analysen von Stammzellmarkern

Zu sehen ist unter fraktionierter Bestrahlung eine Zunahme der Proteinmenge der
Stammzellmarker CD44, Oct4 und Nanog in der Cal27 Zelllinie und im Gegenzug eine
Abnahme der Proteinmenge von Sox2. Unter 10 Gy Bestrahlung ist eine Zunahme von
CD44 erkennbar. Der Marker Sox2 ist stark vorhanden bei Kontrollzellen und bei mit 2 Gy
bzw. 10 Gy bestrahlten Zellen, jedoch nicht bei fraktioniert bestrahlten Zellen. Bei ALDH1
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und Nanog sowie CD44 Iasst sich nur eine leichte Zunahme der Marker unter einmaliger
Bestrahlung gegenuber der Kontrolle erahnen.

3.8. EMT-Marker: Immunfluoreszenz und Western Blot Analysen bei fraktionierter
Bestrahlung

In der Immunfluoreszenz der Spharoide unter 2 bzw. 10 Gy Strahlendosis wurde in
Randbereichen eine Verringerung des membranstandigen E-Cadherins beobachtet. Daher
wurden fraktioniert bestrahlte Spharoide ebenfalls mittels IF auf E-Cadherin angefarbt.
Abbildung 28 stellt einen solchen fraktioniert bestrahlten Spharoid dar. Erkennbar ist auch

hier eine Verringerung des membranstandigen E-Cadherins im Randbereich, ein Indikator
fur EMT (Peinado, Portillo et al. 2004).

Verlust membranstandigen E-
Cadherins und morpholo-
gische Veranderung von
Zellen im Randbereich
fraktioniert bestrahlter
Spharoide

Abb. 28: Immunfluoreszenz mit E-Cadherin eines fraktioniert bestrahlten Spharoids

Aufgrund dieser Ergebnisse wurden Western Blot Analysen mit etablierten Markern fur
EMT durchgeflhrt. Abbildung 29 zeigt diese Analysen fur Slug, Claudin-1, N-Cadherin,
Z0-1 und TCF8/ZEB1:
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— . — —— Slug
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o it TCF8/ZEB1

 — — — — Tubulin

Abb. 29: Western Blot Analysen zu EMT-Markern

Zu sehen ist eine leichte Zunahme der EMT-Marker Claudin, N-Cadherin, ZO-1 und
TCF8/ZEB1 von der Kontrolle uber 2 Gy zu 10 Gy und zur fraktionierten Bestrahlung. Bei
Slug findet man eine starke Erhdhung unter 2 Gy und 10 Gy gegenuber der Kontrolle, bei
fraktionierter Bestrahlung ist diese Erh6hung weniger ausgepragt, als unter Bestrahlung

mit einer Einmaldosis.

3.9. EMT- und CSC-Marker unter Signalwegsinhibition

Um zu Uberprufen, ob das Auftreten von Tumorstammzellmarkern und EMT-Markern
durch Inhibition von Signalwegen reversibel ist, wurden Western Blot Analysen mit
Inhibitoren von AKT (MK2206) und ERK (U0126) durchgefuhrt. Diese Inhibitoren wurden
ausgewahlt, da fur diese hier gezeigt werden konnte, dass sie einen inhibierenden
Einfluss auf das Migrationsverhalten bei HNSCC ausuben. Abbildung 30 stellt diese
Analysen dar, die obere Abbildung zeigt die CSC-Marker, die untere Abbildung die EMT-
Marker. Zu sehen ist eine Abnahme der bei alleiniger fraktionierter Bestrahlung stark
exprimierten Marker CD44, ALDH1A1, Oct4 sowie Nanog bei Inhibition mit MK2206,
U0126 oder bei Kombination dieser beiden Inhibitoren. Ebenso kommt es bei Einsatz von
MK2206 und U0126 zu einer deutlichen Abnahme der EMT-Marker N-Cadherin, ZO-1,
TCF8, Slug und Snail im Vergleich zur alleinigen fraktionierten Bestrahlung. Die
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kombinierte Inhibition mittels AKT- und ERK-Inhibitor verstarkt diesen Effekt sogar noch

deutlich.
U0126 [25 pM] - - - + +
MK2206 [5 pM] - - + - +
5x 2 Gy - + + + +
B
—
[
- -
— | —— — — | ———
U0126 [25 pM] - - - + +
MK2206 [5 pM] - - + - +
5x 2 Gy - + + + +

CD44

Aldh1A1
Oct4

Sox2S

Nanog

Tubulin

N-Cadherin
Z0-1

TCF8

Slug

Snail

Tubulin

Abb. 30: Western Blot Analysen zu Krebsstammzellmarkern (obere Abbildung) und
zu EMT-Markern (untere Abbildung) bei fraktionierter Bestrahlung und Einsatz von

Inhibitoren gegen AKT und ERK
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4. Diskussion

Kopf-Hals-Tumoren sind eine der haufigsten Tumorentitaten mit einer geschatzten
Inzidenz von 686.328 Fallen weltweit im Jahre 2012 (Pezzuto, Buonaguro et al. 2015).
Trotz Fortschritten bei operativen Verfahren, Bestrahlung und Chemotherapeutika sowie
der ldentifikation und Inhibition onkogener Zellsignalwege, liegt die Uberlebensrate bei
HNSCC im Rahmen von 50 % (Bose, Brockton et al. 2013). Vor allem Lokalrezidive und
Metastasen stellen eine groRe Herausforderung in der Behandlung und Nachsorge von
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches dar: So entwickelten in einer
exemplarischen Studie 34,6 % der Patienten ein Rezidiv (davon 28,3 % ein lokoregionares
Rezidiv mit oder ohne Fernmetastasen sowie 6,3 % nur Fernmetastasen) bei einer
medianen Nachbeobachtungszeit von 34,1 Monaten (Prabhu, Hanasoge et al. 2015).
Sowohl fur Glioblastome (Wild-Bode, Weller et al. 2001), fur Mamma-Karzinome
(Bouchard, Bouvette et al. 2013) als auch fur HNSCC (Pickhard, Margraf et al. 2011)
konnte gezeigt werden, dass Bestrahlung eine vermehrte Tumorzellmigration fordern
kann. Bei HNSCC-Zelllinien konnte bewiesen werden, dass eine Inhibition des EGFR-
Signhalweges durch Cetuximab (Pickhard, Margraf et al. 2011) sowie in Kombination mit
Sphingosinkinase1-Inhibitoren (Schiefler, Piontek et al. 2014) diese strahleninduzierte
Migration hemmen kann.

Zahlreiche weitere Zellsignalwege werden mit beschleunigter Tumorzellmigration in
Verbindung gebracht. Eine zentrale Rolle scheint hierbei die Glykogen Synthase
Kinase 38 einzunehmen, die Prozesse wie Migration, Proliferation, Apoptose und
epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) steuert und als eine Art Tumorsuppressor bei
Mundbodenkarzinomen fungiert (Mishra 2010).

Auch ein gesteigertes Invasionsverhalten der Tumorzellen fuhrt zu einer Abnahme lokaler
Tumorkontrolle, da sich Zellen aus dem Verband l6sen kénnen und sich an einer vom
Primarius abgelegenen Stelle ansiedeln kdénnen (Howell and Grandis 2005). Als ein
Schlusselmarker fur epitheliale-mesenchymale Transition, einem Indikator fur gesteigertes
Invasionsverhalten gilt der Verlust des membranstandigen E-Cadherins (Peinado, Portillo
et al. 2004, Mandal, Myers et al. 2008). Zusatzlich wurde das Auftreten von Zellen mit
stammzellahnlichen Eigenschaften mit EMT in Verbindung gebracht (Mani, Guo et al.
2008).
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In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche molekularen Mechanismen unter
Strahlentherapie bei der Migration und Invasion von HNSCC-Zellen eine entscheidende
Rolle spielen. Der Fokus lag hierbei auf der Rolle von GSK3p sowie der ldentifikation
weiterer Marker, die gesteigerte Migration, EMT und Invasion bedingen. Zusatzlich sollte
der Einfluss einer fraktionierten Bestrahlung Uberpruft werden sowie erforscht werden, ob
durch die molekulare Inhibition bestimmter Zellsignalwege eine Hemmung dieser

Prozesse erfolgen kann.

4.1. Einfluss einmaliger Bestrahlung auf das Migrationsverhalten

Mittels des sogenannten Wound Healing Assays wurden drei HNSCC-Zelllinien (UD-SCC-
5, Cal-27 und HN) auf das Migrationsverhalten untersucht. In allen diesen Zelllinien war es
moglich, unter Bestrahlung mit einer Dosis von 2 und 10 Gy eine im Vergleich zur
Kontrolle vermehrte Tumorzellmigration zu detektieren (siehe Abb. 11 und 12). Diese
Ergebnisse konnten mittels eines Tumorspharoid-Modells reproduziert werden: Mit diesem
konnte die Migration realitatsnaher abgebildet werden, da hierfur kleine dreidimensionale
Tumorverbande produziert wurden, die sich innerhalb eines beschichteten Objekttragers
ausbreiten konnten. Auch hier war die Ausbreitung der Spharoide unter Bestrahlung von 2
und 10 Gy signifikant groRRer als die der unbestrahlten Spharoide (siehe Abb. 13). Diese
Ergebnisse sind konsistent mit den aus der Literatur bekannten Effekten, dass
Bestrahlung eine vermehrte Tumorzellmigration induzieren kann (Wild-Bode, Weller et al.
2001, Pickhard, Margraf et al. 2011, Bouchard, Bouvette et al. 2013).

Die Spharoide wurden nach Bestrahlung fixiert und mittels Immunfluoreszenz auf das
Zelladhasionsprotein E-Cadherin angefarbt (siehe Abb. 19). Bei den bestrahlten
Spharoiden war eine deutliche Abnahme des membranstandigen E-Cadherins in den am
Spharoidrand lokalisierten Zellen zu beobachten, wohingegen unbestrahlte Spharoide
diese Abnahme nicht zeigten. Zudem imponierten diese bestrahlten Zellen in einer
veranderten Zellmorphologie. Verlust des membranstandigen E-Cadherins gilt als ein
entscheidender Hinweis fur EMT (Peinado, Portillo et al. 2004). Zudem ist es assoziiert mit
einem aggressiveren Tumorphanotyp bei HNSCC (Mandal, Myers et al. 2008) und
korreliert mit reduzierter Gewebedifferenzierung sowie erhohter Rate von
Lymphknotenmetastasen (Schipper, Frixen et al. 1991). EMT ist im Prinzip ein
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physiologischer Prozess, der zu einem Zusammenbrechen von Zell-Zell- sowie Zell-
Matrix-Kontakten fuhrt und den Zellen eine Migration in andere Bereiche des Korpers
ermoglicht (Radisky and LaBarge 2008). Dieser kann jedoch bei Karzinomen den initialen
Schritt der Invasions-Metastasen-Kaskade bilden (Scheel, Onder et al. 2007). Zudem
konnte bei Brustkrebszellen gezeigt werden, dass die Induktion einer EMT die Zellen
Charakteristika von Tumorstammzellen annehmen lasst (Mani, Guo et al. 2008). Die in
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass durch Bestrahlung
Zellmigration bei HNSCC getriggert wird und durch die Transition eines epithelialen in

einen mesenchymalen Phanotyp der erste Schritt der Metastasenbildung erleichtert wird.

Um herauszufinden, welche Signalwege bei der strahleninduzierten Zellmigration eine
Rolle spielen, wurden Western Blot Analysen durchgefuhrt. Dabei wurde ein besonderes
Augenmerk auf die dem EGFR nachgeschalteten Zellsignalwege gelegt, da zum einen
bereits gezeigt werden konnte, dass der EGFR an der strahleninduzierten Migration
beteiligt ist (Pickhard, Margraf et al. 2011), zum anderen hat der EGFR-Inhibitor
Cetuximab seit langerem Einzug in die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren gefunden.
Eine Aktivierung des EGFR bei SCC fur nur wenige Minuten nach Bestrahlung ist schon
lange bekannt (Schmidt-Ullrich, Valerie et al. 1996). Bei vorliegender Arbeit lag der Fokus
auf die langer dauernden Signalwegsveranderungen, daher wurden die Proteinisolate
zwischen 24 und 96 h nach Bestrahlung gewonnen.

In den Analysen war unter Bestrahlung mit 2 und 10 Gy eine deutliche Zunahme der
Phosphorylierung und damit eine Aktivierung der EGFR-abhangigen AKT- und MAKP-
Signalwege zu sehen sowie eine Zunahme der Phosphorylierung des Stress-induzierten
p38-Signalwegs (siehe Abb. 14). Eine gesteigerte ERK-Aktivitat unter Bestrahlung bei
HNSCC (Affolter, Fruth et al. 2011) sowie eine Aktivierung von p38 durch Stressoren wie
ionisierende Bestrahlung (Raingeaud, Gupta et al. 1995) sind bekannte Erscheinungen bei
Tumoren. p38 wird mit vermehrter Zellmigration durch Reorganisation des Aktin-
Zytoskeletts in Verbindung gebracht (Rousseau, Houle et al. 1997) und Mutationen im
PI3K-AKT-Signalweg korrelieren mit einem invasiveren Phanotyp bei HNSCC
(Freudisperger, Burnett et al. 2011). Eine Aktivierung des EGFR wie kurz nach
Bestrahlung in der Literatur beschrieben wird (Schmidt-Ullrich, Valerie et al. 1996), ist ab
24 h in den Western Blot Analysen nicht mehr zu beobachten (Abb. 14). Es scheint also
SO zu sein, dass diese kurzfristige Aktivierung des EGFR dazu fuhrt, dass die EGFR-
abhangigen Signalwege langfristig hochreguliert bleiben.
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Allen drei hochregulierten Zellsignalwegen ist gemein, dass sie als Zielmolekul die
Glykogen Synthase Kinase 3 haben: AKT phosphoryliert GSK3@3 an Ser9 und inhibiert
dessen Kinaseaktivitat (Cross, Alessi et al. 1995). ERK phosphoryliert GSK3B an Thr43
(Ding, Xia et al. 2005), was ebenso zu einer Inaktivierung von GSK3[@ fuhrt wie die
Phosphorylierung von GSK3 an Thr390 durch p38 (Thornton, Pedraza-Alva et al. 2008).
GSK3B wurde als ein wichtiger Tumorsuppressor in oralen SCC identifiziert und
beeinflusst dabei Prozesse wie Migration, EMT, Proliferation und Apoptose (Mishra 2010).
Diese Tumormigration beeinflusst GSK3B durch eine Modulation von Zell-Matrix-
Adhasionsproteinen wie FAK und Paxillin (Sun, Rodriguez et al. 2009) sowie Integrinen.
Als ein Marker fur die GSK3p-Aktivitat wurden die Proteinlevel des am Ser33/37
phosphorylierten 3-Catenins herangezogen: aktiviertes GSK3p ist dort in der Lage, B-
Catenin zu phosphorylieren und fur den proteasomalen Abbau vorzubereiten.
Stabilisiertes B-Catenin hingegen kann mit LEF/TCF als Transkriptionsfaktor wirken und
beeinflusst migrationsférdernde Faktoren wie myc, VEGF und MMP (Klaus and Birchmeier
2008, Iwai, Yonekawa et al. 2010).

;Stress u.a.
“ EGFR Bestrahlung

paxillin
p38
0
ERK1/2 1 [
~N _» | FAK s p-B-catenin
-_ -~ RS
| Gsk3p | <::\ - 1
I §~~ .
ARE =& | B-catenin
EMT
Migration

Abb. 31: Modell zur Inaktivierung von GSK3 unter Bestrahlung durch Aktivierung
der Molekiile AKT, ERK und p38. Durch Inaktivierung von GSK3B kommt es zum
Verlust von B-Catenin-, FAK- und Paxillin-Phosphorylierungen was eine gesteigerte
Tumorzellmigration zur Folge hat.
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In den Western Blot-Analysen (siehe Abb. 15) konnte unter Bestrahlung im Vergleich zu
Isolaten der unbestrahlten Kontrolle eine Aktivierung der AKT, p38 und ERK Signalwege
gezeigt werden, ebenso ein Verlust der Phosphorylierung von B-Catenin an Ser33/37, was
eine Abnahme der GSK3p-Aktivitdt unter Bestrahlung anzeigt. Zudem wurde eine
reduzierte FAK- und Paxillin-Aktivitat registriert sowie ein Verlust von den Integrinen 31
und B4. Die Gesamtproteinmengen von AKT, ERK, p38, GSK3pB, B-Catenin, FAK und
Paxillin blieben unverandert.

Abbildung 31 zeigt das aus diesen Ergebnissen entwickelte Modell, wie die EGFR-
abhangigen Signalwege sowie p38 uUber GSK3[ den Einfluss auf Migration mittels FAK

und Paxillin austben.

Unter der Vorstellung, dass die Aktivierung von AKT, ERK und p38 eine Inaktivierung von
GSK3B bedingt und dies die Tumorzellmigration fordert, wurden zum einen Wound
Healing Assays mit Inhibitoren dieser Signalwege (MK2206, U0126, PD98059, SB203580)
in Kombination mit Bestrahlung durchgefuhrt und zum anderen erneut Western Blot
Analysen. Die |dee dahinter war zu testen, ob durch Inhibition die Tumorzellmigration
reversibel ist, sowie zu Uberpriufen, ob der Tumorsuppressor GSK3[ wieder reaktivierbar
ist. Abbildung 16 zeigt die Western Blot Analysen: Der alleinige Einsatz eines dieser
Inhibitoren ist in der Lage die unter Bestrahlung supprimierte GSK3p-Aktivitat wieder
herzustellen. Dies ist daran erkennbar, dass die Phosphorylierung von Ser33/37 des -
Catenins bei Einsatz eines Inhibitors wieder detektierbar ist, was fur eine suffiziente
Funktion von GSK3 spricht. Ebenso waren die Phosphorylierungen von FAK und Paxillin
sowie die Integrine 31 und 4 unter kombinierter Inhibition und Bestrahlung auf einem der
Kontrolle vergleichbaren Level. Die Theorie, dass die im Western Blot festgestellten
Signalalterationen wirklich die Migration beeinflussen, konnte mittels Wound Healing
Assays bestatigt werden (vergleiche Abbildung 18): Wenn nun, wie in den Blot-Analysen
gezeigt, die GSK3[-Inaktivierung, die Verluste an Integrinen sowie die Abnahme der
Paxillin- und FAK-Phosphorylierungen fur die strahleninduzierte Migration verantwortlich
sind, so musste diese durch den Einsatz der Inhibitoren aufgehoben werden. Durch
Hinzufigen eines jeden dieser vier Inhibitoren vor Bestrahlung konnte gezeigt werden,
dass die strahleninduzierte Migration signifikant verringert werden konnte und es beweist
den Einfluss des AKT-, ERK- und p38-Signalwegs auf die Migration bei HNSCC. GSK3f3

scheint also in der Lage zu sein, seine inhibitorische Wirkung auf Tumorzellmigration zu
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entfalten, solange AKT, ERK und p38-MAPK nicht gemeinsam aktiviert sind, wie es unter
einmaliger Bestrahlung mit 2 und 10 Gy der Fall ist.

Dieser Einfluss auf Tumorzellmigration scheint Uber FAK und Paxillin vermittelt zu sein,
wobei eine Aktivierung dieser Proteine mit einem inhibierenden Einfluss auf Zellmotilitat
verbunden zu sein scheint, ahnlich wie bei HeLa Zellen, die eine gesteigerte Zellmigration
unter Paxillin-Verlust zeigten (Yano, Mazaki et al. 2004). Ebenso ist bereits bekannt, dass
eine reduzierte FAK-Aktivitat mit erhohter Zellmotilitat und einem gesteigerten
Invasionspotential bei HNSCC einhergeht und mit einer Uberexpression von EGFR
korreliert (Lu, Jiang et al. 2001). Dem ubereinstimmend konnte mit dieser Arbeit gezeigt
werden, dass insbesondere die EGFR-abhangigen Signalwege AKT und ERK sowie der
p38 MAPK-Signalweg den Einfluss auf FAK Uber GSK3[p ausuben, ein Hinweis darauf,
dass der von Lu et al. unter EGF-Stimulation entdeckte Effekt darlber vermittelt wird.
Zudem scheint GSK3p indirekten Einfluss auf die [1/B4-Integrin-Proteinexpression zu
haben. Ein Verlust dieser Expression korreliert in den durchgefuhrten Versuchen mit

einem erhohten migratorischem Potential.

4.2. Einfluss einmaliger Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten

Mittels modifiziertem Crystal-Violett ELISA wurde das Proliferationsverhalten der HNSCC-
Zelllinien unter Bestrahlung Uberpruft. Dem gegenuber wurden Colony Formation Assays
durchgefiihrt, um das klonogene Uberleben, ein MaB fiir Zytotoxizitat, zu Gberpriifen.
lonisierende  Strahlung wirkt Uber Signalwegsalterationen, Produktion reaktiver
Sauerstoffradikale, DNA Einzelstrang- und Doppelstrangbriche sowie Lipid- und
Proteinveranderungen (Reisz, Bansal et al. 2014). Es ist lange bekannt, dass die durch
Bestrahlung induzierten Doppelstrangbriche mit Zelltod korrelieren (Radford 1985) und
dass das Uberleben der Tumorzellen durch eine strahleninduzierte Apoptose verringert
wird (Dewey, Ling et al. 1995). Bestrahlung fuhrt durch ROS-abhangige Aktivierung von
Tyrosinkinasen zu einer Aktivierung von Ras-Proteinen und einer multiplen Aktivierung
von downstream Signalwegen wie AKT und ERK, die Transkriptionsfaktoren und
Apoptose und damit Proliferation und Uberleben beeinflussen (Valerie, Yacoub et al.
2007).

In den durchgefuhrten Proliferationsanalysen (siehe Abbildung 9) zeigte sich eine
dosisabhangige Abnahme des Proliferationsverhaltens in den Zelllinien Cal27, HN und
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UD-SCC-5 in einer Kinetik zwischen 0 und 16 Gy Strahlendosis, wobei bei UD-SCC-5 der
Proliferationsabfall erst ab 2 Gy beginnt, was fur eine gewisse Strahlenresistenz im
niedrigdosiertem Strahlenbereich spricht. In Gesamtschau war sowohl das klonogene
Uberleben als auch das Proliferationsverhalten unter Bestrahlung mit 2 bzw. 10 Gy bei
Cal27 und HN gegenuber der Kontrolle signifikant reduziert, bei UD-SCC-5 nur unter
10 Gy (siehe Abbildung 10).

Wie erwahnt, Uben zahlreiche Zellsignalwege einen Einfluss auf das Proliferations-
verhalten von Zellen aus. mTOR ist eine evolutionar hoch konservierte Checkpoint
Ser/Thr-Kinase, welche die Proteinbiosynthese reguliert und damit Zellwachstum und
Proliferation steuert (Hay and Sonenberg 2004). Die mTOR-Funktion wird dabei Uber zwei
funktionell unterschiedliche Komplexe vermittelt (MTORC1 und mTORC2), wobei
MmTORC2 die Zellproliferation Uber eine Aktivierung von AKT fordert, und mTORC1 die
Proteinbiosynthese Uber Aktivierung der p70S6-Kinase-1 und des 4E-BP1 initiiert (Liu,
Gan et al. 2013). Eine Aktivierung von mTOR kann durch den PI3Kinase-Signalweg oder
den Ras/Raf-Signalweg mittels Wachstumssignale auf Rezeptortyrosinkinasen erfolgen
(Hay and Sonenberg 2004, Shaw and Cantley 2006, Wullschleger, Loewith et al. 2006).

In den durchgefuhrten Proteinanalysen (vergleiche Abbildung 20) zeigte sich unter
Bestrahlung von 2 sowie 10 Gy eine deutliche, zeitkonstant (bis 96 h) andauernde
Abnahme der Phosphorylierung von mTOR am Ser2448, was eine Inaktivierung des
Proteins signalisiert. Dadurch sind folglich die downstream targets p70S6Kinase 1 und
4EBP1 an ihren Aktivierungsstellen unter Bestrahlung im Vergleich zu Kontrollisolaten
kaum phosphoryliert und die Proteinbiosynthese damit inhibiert. Diese Abnahme der
Phosphorylierungen  unter Bestrahlung stent damit im Einklang mit den
Proliferationsanalysen (modifizierter Crystal-Violett ELISA) und scheint eine wichtige
Ursache fur die Abnahme von Tumorzellproliferation unter Bestrahlung darzustellen.
Interessanterweise zeigte sich in den Proteinanalysen (vergleiche Abbildung 15) unter
Bestrahlung eine dauerhafte, bis 96 h andauernde Aktivierung der Kinase AKT, die, wie
oben berichtet, eine wichtige Rolle bei der strahleninduzierten Tumorzellmigration durch
Inhibition von GSK3p spielt. Zusatzlich wird dieser Kinase eine proliferationsférdernde
Wirkung durch Aktivierung von mTOR zugeschrieben (Shaw and Cantley 2006). Eine
konstante Aktivierung von AKT, wie bei meinen Analysen beobachtet, musste folglich eine
Aktivierung von mTOR und ein gesteigertes Proliferationsverhalten zur Folge haben. Um
daher zu uUberprufen wie die Wechselwirkungen zwischen AKT und den mTOR-Komplexen
unter Bestrahlung bei HNSCC erfolgen, wurden weitere Proteinanalysen durchgefuhrt
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(siehe Abbildung 21). Ein besonderes Augenmerk wurde hierbei auf das Protein Sin1
gelegt, da es neuerdings als ein wichtiger Mediator der Stabilitdat des mTOR-Komplex-2
beschrieben wurde (Liu, Gan et al. 2013): p70S6Kinase-Aktivitat ubt Uber p-Sin1-Thr86
einen destabilisierenden Einfluss auf den mTORC2 aus. Ist dagegen Sin1 an den
Threoninresten dephosphoryliert, kann Sin1 mit den anderen Mitgliedern des mTORC2
interagieren und den Komplex stabilisieren. Durch diese Stabilisierung ist Sin1 in der Lage
AKT an Ser473 zu phosphorylieren. Diese inverse Phosphorylierung zwischen p-Sin1-
Thr86 und p-AKT-Ser473 konnte bereits bei T-ALL und Ovarialkarzinomen nachgewiesen
werden (Liu, Gan et al. 2013) und ware eine Erklarung fur die dauerhafte Aktivierung von
AKT, wie sie in meinen Proteinanalysen bei HNSCC-Zellen sichtbar wurde.

Aus diesem Grund wurde Sin1 mittels Immunprazipitation extrahiert und dessen
Threoninphosphorylierungsstatus betrachtet (siehe Abbildung 21): Unter Bestrahlung war
keine Threonin-Phosphorylierung am Sin1 erkennbar, hingegen eine starke
Phosphorylierung von AKT am Ser473 erkennbar. Bei den Kontrollisolaten war es genau
umgekehrt, es war eine starke Threoninphosphorylierung am Sin1 zu finden, wohingegen
AKT nicht am Ser473 phosphoryliert war. Diese inverse Phosphorylierung ist
Ubereinstimmend mit den Ergebnissen, die Liu et al. erzielen konnten und weisen auf
einen stabilisierten MTORC2 bei HNSCC unter Bestrahlung hin, was eine andauernde
Aktivierung von AKT zur Folge hat, die unabhangig vom EGFR vermittelt zu sein scheint.
Zusatzlich konnte unter Bestrahlung eine Phosphorylierung von Sin1 am Ser385 detektiert
werden, die mit der AKT-Phosphorylierung am Ser473 korreliert. Diese Ser385-Stelle
scheint ein direkter oder indirekter Angriffspunkt von AKT am Sin1 zu sein, denn unter
Bestrahlung bei gleichzeitiger Inhibition von AKT mit MK2206 waren die
Phosphorylierungen kaum nachweisbar (Abb. 21).

Basierend auf den gefundenen Ergebnissen kann folgendes Modell entwickelt werden:
Unter Bestrahlung fuhren ein dephosphoryliertes mTOR und p70S6Kinase-1 zu einem an
Threonin dephosphoryliertem Sin1. Dies stabilisiert den mTORC2, was eine dauerhafte
AKT-Aktivierung bedingt. Diese AKT-Aktivierung sowie die strahleninduzierte Aktivierung
von ERK und p38-MAPK fuhren zu einer Inaktivierung von GSK3, was uber FAK, Paxillin
und B-Catenin eine gesteigerte Zellmigration bewirkt. Dies wird in folgenden Schemen
verdeutlicht: Abbildung 32 zeigt die aktivierten Zellsignalwege ohne Bestrahlung,
Abbildung 33 mit Bestrahlung.
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Abb. 32: Mechanistisches Modell bei HNSCC ohne Bestrahlung. In Grin sind
aktivierte Zellmolekiile dargestellt, in Rot sind deaktivierte Zellmolekiile dargestelit:
mTOR ist an Ser2448 phosphoryliert, wodurch es zu einer Stabilisierung von
mMTORC1 kommt. p70S6Kinase-1 sowie 4EBP-1 sind dadurch aktiv und bedingen
eine gesteigerte Translation. Sin1 hingegen ist an den Threoninresten
phosphoryliert und der mTORC2 destabilisiert, AKT dadurch ebenfalls inaktiv. Der
ERK und p38 MAPK Signalweg sind ebenfalls nicht aktiviert. GSK38 ist dadurch als
aktiver Tumorsuppressor in der Lage die Kontrolle uiber FAK, Paxillin und p-Catenin
zu wahren und es kommt zu keiner gesteigerten Tumorzellmigration.
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Abb. 33: Mechanistisches Modell bei HNSCC unter Bestrahlung. In Griun sind
aktivierte Zellmolekiile dargestellt, in Rot sind deaktivierte Zellmolekiile dargestelit:
Verlust der mTOR Phosphorylierung am Ser2448 fuhrt zu einer Abnahme der
Phosphorylierung von 4EBP1 und p70S6Kinase-1. Sin1 ist dadurch an den
Threoninresten dephosphoryliert, stabilisiert mTORC2, was eine konstante
Aktivierung von AKT am Ser473 bedingt sowie eine Phosphorylierung des Sin1 am
Ser385. Diese Aktivierung und die strahleninduzierte Aktivierung von ERK und p38
MAPK inaktiviert den Tumorsuppressor GSK3B und bedingt die strahleninduzierte
Migration mittels FAK, Paxillin und B-Catenin.
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4.3. Wirkung fraktionierter Bestrahlung auf das Proliferationsverhalten

Die oben dargestellten Ergebnisse wurden unter einmaliger Bestrahlung mit 2 Gy oder
10 Gy erzielt, klinische Bestrahlungsregime verwenden jedoch meist fraktionierte
Bestrahlungen, das heil3t ein Aufsplitten der Gesamtdosis auf mehrere kleine Einzeldosen.
Hierbei wird meist an funf aufeinanderfolgenden Tagen pro Woche normofraktioniert mit
1,8 bis 2 Gy taglich bestrahlt, bis zu einer Gesamtdosis zwischen ca. 50 und 70 Gy.

Aus diesem Grund wurden Versuchsreihen zum klonogenen Uberleben, zur Proliferation
sowie Invasion und Migration bei einer fraktionierten Bestrahlung von 5x 2 Gy an funf
aufeinanderfolgenden Tagen durchgefuhrt. Ziel war zu Uberprufen, ob eine fraktionierte
Bestrahlung dieselbe aktivierende Wirkung auf Tumorzellmigration ausubt wie einmalige
Bestrahlung sowie das Invasionsverhalten zu Uberprifen — beides Prozesse, die mit
Tumorzellmetastasierung einhergehen (Howell and Grandis 2005).

Das klonogene Uberleben und die Proliferation konnte in den Zelllinien HN, Cal27 und
UD-SCC-5 durch fraktionierte Bestrahlung gegenuber der einmaligen Bestrahlung mit
2 Gy hochst signifikant gesenkt werden (Abb. 22) und die Abnahme ist vergleichbar mit
der Reduktion, die durch einmalige Bestrahlung mit 10 Gy erzielt werden konnte (Abb. 10).
Unter einmaliger Bestrahlung konnte gezeigt werden, dass mTOR durch Bestrahlung
inaktiviert wird (Abb. 20). Daher wurden Western Blot Analysen durchgefuhrt, welche die
Rolle von mTOR unter fraktionierter Bestrahlung beleuchten sollten. Auch hier konnte eine
Verminderung der Phosphorylierung unter fraktionierter Bestrahlung von mTOR am
Ser2448 sowie der Effektormolekile p70S6Kinase am Thr389 und 4EBP-1 am Ser65
nachgewiesen werden, die vergleichbar ist mit denen unter 2 Gy und 10 Gy Bestrahlung
(Abb. 26). Wie erwahnt gilt mTOR als zentrale Steuereinheit der Proteinbiosynthese in der
Zelle (Hay and Sonenberg 2004), weshalb eine Inhibition von mTOR durch Bestrahlung zu

einer Proliferationsabnahme fihrt.

4.4. Wirkung fraktionierter Bestrahlung auf das Migrationsverhalten

Unter einmaliger Bestrahlung konnte eine strahleninduzierte Migration bei HNSCC in allen
drei verwendeten Zelllinien bestatigt werden (Abb. 11 und 12). In den durchgefuhrten
Wound Healing Assays (Abb. 23) konnte die signifikante Steigerung der Migration unter
2 Gy durch eine fraktionierte Bestrahlung signifikant in allen Zelllinien reduziert werden. Im
Vergleich der fraktionierten Bestrahlung mit der Kontrolle gab es bei HN und Cal27 keine
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statistischen Unterschiede bezuglich dem Migrationsverhalten, bei UD-SCC5 konnte die
Tumorzellmigration sogar durch fraktionierte Bestrahlung signifikant gegenuber der
Kontrolle gesenkt werden. Daraus ist zu folgern, dass die strahleninduzierte Migration, wie
sie in meinen Ergebnissen (Abb. 11,12 und 23) sowie in der Literatur (Wild-Bode, Weller et
al. 2001, Pickhard, Margraf et al. 2011, Bouchard, Bouvette et al. 2013) beschrieben
wurde, ein Effekt einer einmaligen Bestrahlung ist. Fraktionierte Bestrahlung ist in der
Lage die Tumorzellmigration mindestens auf das Kontrollniveau zu reduzieren.

In den Western Blot Analysen mit der Cal27 Zelllinie (Abb. 14) konnte gezeigt werden,
dass die strahleninduzierte Migration ein Effekt ist, der mit der Inaktivierung des
Tumorsuppressors GSK3B und dem Verlust der Integrine 1 und B4 sowie der
Dephosphorylierung von Paxillin am Tyr118 und von FAK am Tyr397 korreliert. Wenn die
fraktionierte Bestrahlung die Tumorzellmigration nicht signifikant beeinflusst und wenn
GSK3B wirklich die entscheidende Kinase flur die strahleninduzierte Migration ist, so
musste unter fraktionierter Bestrahlung in Proteinanalysen keine Veranderung zu
Kontrollisolaten nachweisbar sein. Aus diesen Uberlegungen heraus wurden Western Blot
Analysen zu den AKT-, ERK-, p38-MAPK-Signalwegen sowie GSK3f3, FAK, Paxillin und
Integrinen durchgefuhrt (Abb. 25): Interessanterweise zeigten sich unter fraktionierter
Bestrahlung die selben Aktivierungen von AKT am Ser473, von ERK an Thr202/Tyr204
und von p38 an Tyr180/Thr182 wie unter einmaliger Bestrahlung mit 2 oder 10 Gy.
Ebenso waren beide inhibierende Phosphorylierungen an GSK3p (Ser9 durch AKT und
Thr390 durch p38, fur die Inhibition des GSK3 durch ERK gab es keinen kommerziellen
Antikorper) unter fraktionierter Bestrahlung detektierbar. Trotz dieser inhibierenden
Phosphorylierungen scheint GSK3B unter fraktionierter Bestrahlung seine Funktion als
Tumorsuppressor weiter wahrnehmen zu konnen, da sowohl die Phosphorylierungen am
B-Catenin Ser33/37 als auch die Phosphorylierung von FAK am Tyr397 wieder
nachweisbar sind. Ebenso sind die Integrine B1 und B4 unter fraktionierter Bestrahlung
wieder deutlich zu sehen. Der Verlust dieser Phosphorylierungen und der Integrine wurde
fur die strahleninduzierte Migration verantwortlich gemacht (siehe Kapitel 4.1). Die hier
gezeigten Proteinveranderungen unter fraktionierter Bestrahlung untermauern diese
These, da unter fraktionierter Bestrahlung biologisch im Wound Healing Assay keine
vermehrte Tumorzellmigration detektierbar war und auch in den Proteinanalysen keine
Anderung von B-Catenin, FAK und Integrinen verglichen mit der Kontrolle zu sein scheint.
Interessant ist, dass trotz der Aktivierung von AKT, MAPK und p38 Signalwegen GSK3
aktiv ist. Ein moglicher Erklarungsansatz hierfir ist, dass neben AKT, MAPK und p38 ein
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weiterer unbekannter Signalweg aktiv sein muss, um GSK3B zu inaktivieren. Dieser
Signalweg muss dann unter 2 und 10 Gy Bestrahlung aktiviert sein, um GSK3@ zu
inaktivieren, und im Gegensatz dazu unter fraktionierter Bestrahlung inaktiv sein. Fur die

Verifikation dieses Modells mussten weitere Nachforschungen angestellt werden.

4.5. Wirkung fraktionierter Bestrahlung auf Invasion und epitheliale-
mesenchymale Transition

Invasion ist ein fundamentaler Prozess fur Lymphknoten- und Fernmetastasierung bei
HNSCC (Leemans, Braakhuis et al. 2011). Aus diesem Grund wurden Analysen zum
Invasionsverhalten bei HN, Cal27 und UD-SCC-5 durchgefuhrt (Abb. 24). Bei Cal27
konnte eine signifikante Zunahme des Invasionsverhaltens unter 2 Gy und fraktionierter
(5x 2 Gy) Bestrahlung gegenuber der Kontrolle nachgewiesen werden, bei UD-SCC-5 bei
fraktionierter Bestrahlung und bei HN bei 2 Gy Bestrahlung. Interessanterweise zeigen die
Zelllinien UD-SCC-5 und Cal27 unter fraktionierter Bestrahlung eine Zunahme des
Invasionsverhaltens bei gleichzeitiger Inhibition der Tumorzellmigration.

Das Invasionsverhalten bei HNSCC scheint eng mit dem Prozess der epithelialen-
mesenchymalen Transition verknupft zu sein (Leemans, Braakhuis et al. 2011). Zahlreiche
Marker werden mit dem Prozess der EMT in Verbindung gebracht. Bei den einmalig
bestrahlten Spharoiden der Cal27 Zelllinie konnte bereits in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass es zu einem Verlust des membranstandigen E-Cadherins im Randbereich von
Spharoiden kommt (Abb.19). Dieser Verlust und eine morphologische Veranderung der im
Randbereich lokalisierten Zellen zeigte sich auch bei Spharoiden, die fraktioniert
bestrahlten wurden (Abb.28). Die Spharoide wurden aus der Cal27 Zelllinie gewonnen, da
sich diese in Vorversuchen als die fur die Spharoidbildung am besten geeignete Zelllinie
herauskristallisiert hatte. Eine Abnahme des membranstandigen E-Cadherins gilt als ein
Marker fur EMT (Peinado, Portillo et al. 2004) und die normale Expression als Kontrolleur
von Invasivitat (Birchmeier and Behrens 1994). Die Beobachtungen, die anhand des
Spharoidmodells und der Invasionsversuche gewonnen wurden, deuten darauf hin, dass
unter Bestrahlung ein EMT-Prozess bei HNSCC in Gang gesetzt wird, der zu einer
vermehrten Invasivitat der Tumorzellen fuhrt. Dies konnte ein mdglicher Trigger fur die
Entstehung von Metastasierung sein.

Neben E-Cadherin sind zahlreiche andere Marker von EMT identifiziert worden. Aus
diesem Grund wurden Western Blot Analysen durchgefuhrt, die das Muster der
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Proteinexpression von EMT-Markern unter Bestrahlung (2, 10, 5x 2 Gy) gegenuber
unbestrahlten Zellen vergleichen sollten. Abbildung 29 zeigt diese Analysen. Zu sehen ist
eine Zunahme der Marker Slug, Claudin, N-Cadherin. ZO-1 und TCF8/ZEB1 unter
Bestrahlung gegenuber der Kontrolle. In Abbildung 30 ist eine Zunahme von Snail unter
fraktionierter Bestrahlung erkennbar. Eine besonders deutliche Anreicherung von N-
Cadherin, ZO-1 und ZEB1 ist unter fraktionierter Bestrahlung zu sehen (Abb. 29). Slug
oder auch SNAI2 genannt, gehort neben SNAI1 (Snail) zur Gruppe der Zink-Finger
Transkriptionsfaktoren und spielt eine wichtige Rolle bei invasiven Karzinomzellen
(Peinado, Olmeda et al. 2007). Transkriptionelle Repression von E-Cadherin wird von
Faktoren wie Slug und ZEB1 vermittelt (Yilmaz and Christofori 2009). Snail Expression ist
in der Lage mRNA-Level von E-Cadherin zu reduzieren und von N-Cadherin
hochzuregulieren (Mani, Guo et al. 2008). Fir Plattenepithelkarzinome des Osophagus
konnte gezeigt werden, dass eine verstarkte Slug Expression mit einer verminderten E-
Cadherin  Expression, verstarktem Invasionsverhalten, vermehrten Lymphknoten-
metastasen und schlechterem klinischen Outcome korreliert (Uchikado, Natsugoe et al.
2005). Slug Expression wurde mit dem sogenannten Cadherin Switch bei oralem SCC in
Verbindung gebracht, einem Verlust von E-Cadherin und Uberexpression von N-Cadherin
an den Zellgrenzen, was EMT bedingt (Katafiasz, Smith et al. 2011). Claudin-1 ist ein
Strukturprotein von apikalen Zelladhasionen; Uberexpression wurde mit EMT in
Verbindung gebracht, sowie bei hepatozellularem Karzinom, oralen SCC sowie Brustkrebs
gefunden, wobei es Invasivitat und Metastasierung fordert (Stebbing, Filipovic et al. 2013).
Z0-1 (Zonula occludens protein 1) assoziiert mit N-Cadherin und wurde bei Melanomen
mit vermehrter Invasivitat in Verbindung gebracht (Smalley, Brafford et al. 2005). In den
hier erzielten Ergebnissen korreliert die unter Bestrahlung vermehrte Proteinexpression
der in der Literatur beschriebenen EMT Marker sowie die bei Spharoiden gefundene
Abnahme des E-Cadherins mit der in den Invasionstest gefundenen Steigerung der
Invasivitat. Dies sind starke Hinweise darauf, dass es unter Tumorzellbestrahlung bei

HNSCC zu einer EMT kommt, die die Invasivitat von Kopf-Hals-Tumoren fordert.
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4.6. Auftreten von Zellen mit Tumorstammzell-dhnlichen Eigenschaften unter
fraktionierter Bestrahlung

In den letzten Jahren wurde die epitheliale-mesenchymale Transition vermehrt mit dem
Auftreten von Zellen mit Eigenschaften von Tumorstammzellen in Verbindung gebracht.
2008 berichteten Mani et al., dass die Induktion von EMT bei Mamma-Zellen neben dem
Auftreten von mesenchymalen Eigenschaften auch zur Expression von Stammzellmarkern
fuhrte (Mani, Guo et al. 2008). Innerhalb von Tumorverbanden wurden sogenannte
Krebsstammzellen beschrieben (CSCs), die fahig zur Selbsterneuerung und
asymmetrischen Teilung sind und neue Tumorabkdmmlinge bilden konnen (Reya,
Morrison et al. 2001). Sie zeichnen sich durch Tumorigenese in immundefizienten
Mausen, durch spezifische Oberflachenmarker, durch asymmetrische Teilung und durch
Selbsterneuerungskapazitat Uber mehrere Zellgenerationen hinweg aus (Allegra and
Trapasso 2012). Zuerst beschrieben wurden diese CSCs im hamatopoetischen System
bei akuten myeloischen Leukamien 1997 (Bonnet and Dick 1997), in der Zwischenzeit
wurden sie fur zahlreiche weitere Tumorentitaten beschrieben. Auch bei HNSCC wurde
2007 eine CD44 positive Subpopulation mit Stammzelleigenschaften nachgewiesen
(Prince, Sivanandan et al. 2007). Diese haben die Fahigkeit die Tumorzellpopulation
aufrechtzuerhalten, Resistenz gegenuber Radiochemotherapie zu vermitteln und
Metastasierung zu fordern (Allegra and Trapasso 2012). CD44 gilt als etablierter Marker
fur CSC bei HNSCC und wurde mit schlechter T- und N-Kategorie, schlechtem Grading
und schlechter Prognose bei Pharynx- und Larynxkarzinomen in Verbindung gebracht
(Chen, Zhou et al. 2014). Die Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog werden ebenfalls als
Marker fur CSCs aufgefuhrt: Oct4 dient der Selbsterneuerung embryonaler Stammzellen
und fuhrt zu Strahlenresistenz und schlechterer Prognose (Ventela, Sittig et al. 2015,
Wang, Lu et al. 2014). Zusatzlich werden Oct4 und Nanog mit der Regulation von EMT in
Verbindung gebracht (Wang, Lu et al. 2014). Ein weiterer Marker bei HNSCC ist ALDH1.
Zellen mit hohem ALDH1-Gehalt sind in der Lage in immundefizienten Mausen neue Kopf-
Hals-Tumore zu bilden, wobei ALDH1-positive Zellen mit der CD44 Expression assoziiert
sind (Clay, Tabor et al. 2010). Fur Sox2 wurde beschrieben, dass eine
Herunterregulierung zu einem Verlust von Tumorgenitat bei Glioblastomen (Gangemi,
Griffero et al. 2009) und zu einer Abnahme von Proliferation und Metastasierung bei
Lungenkarzinomen fuhrt (Gangemi, Griffero et al. 2009, Xiang, Liao et al. 2011).
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Da die Spharoidversuche, die Invasionsversuche und die Western Blot Analysen auf eine
Induktion von EMT unter Bestrahlung hindeuten, wurde mittels Western Blot Analysen die
Proteinexpression von Markern, die mit Tumorstammzellen assoziiert sind, Uberpruft
(siehe Abbildung 27). Es zeigte sich vor allem unter fraktionierter Bestrahlung gegenuber
der unbestrahlten Kontrolle eine starke Zunahme der Marker CD44, Oct4, Nanog und
leicht von ALDH1, wohingegen Sox2, was bei vielen Tumorentitaten und auch HNSCC mit
Stammzelleigenschaften (Lee, Oh et al. 2014) korreliert wurde, interessanterweise unter
fraktionierter Bestrahlung kaum nachweisbar war. Unter einmaliger Bestrahlung konnte vor
allem bei 10 Gy Bestrahlung eine Anreicherung von CD44 festgestellt werden.

Von diesen Ergebnissen ausgehend gibt es zwei Moglichkeiten, wie es zum Auftreten
dieser Stammzellmarker unter fraktionierter Bestrahlung kommen kann: Zum einen konnte
es zu einem Anreichern dieser Zellen mit Tumorstammzellmarkern kommen, zum anderen
konnte die Bestrahlung das Auftreten dieser Zellen induzieren. Die zweite MOoglichkeit
scheint die wahrscheinlichere, da ohne Bestrahlung derartige Marker im Western Blot
kaum detektierbar waren und eine derartige Anreicherung innerhalb 5 Tagen bei
Bestrahlung wenig wahrscheinlich scheint.

Zu klaren ist, ob die Induktion von EMT durch Bestrahlung ein Auftreten von Zellen mit
Stammzellmarkern auslost, oder ob Zellen mit Stammzellprofil die EMT induzieren. Mani
et al. konnten zeigen, dass die Induktion eines EMT-Profils zu Zellen mit Eigenschaften
von Stammzellen fuhrt (Mani, Guo et al. 2008). Dies gilt es in weiteren Experimenten zu
uberprufen, die nicht mehr Teil dieser Arbeit sind. Hier konnte gezeigt werden, dass durch
eine fraktionierte Bestrahlung ein Zelltyp induziert wird, der uber ein erhohtes
Invasionspotential verfugt, der den Prozess der EMT durchmacht und Marker von CSC

exprimiert.

4.7. AKT- und ERK-Inhibitoren reduzieren EMT- und CSC-Marker

Fiar die strahleninduzierte Tumorzellmigration konnte bereits eine inhibierende Wirkung
durch den Einsatz von AKT- und ERK-Signalweginhibitoren gezeigt werden (Abbildung
18). In der Literatur wurde bei Glioblastomen gezeigt, dass AKT-Inhibition die Anzahl an
CSCs reduzierte und die Zellmotilitat und -invasivitat hemmte (Eyler, Foo et al. 2008). Aus
diesem Grund wurden Zellen, die fraktioniert bestrahlt wurden, vor jeder Bestrahlung
entweder mit AKT-Inhibitor, ERK-Inhibitor oder beiden Inhibitoren behandelt und im
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Anschluss mittels Western Blot Analysen die EMT-Marker und CSC-Marker betrachtet.
Diese Analysen stellt Abbildung 30 dar. Zu sehen ist, dass bereits der Einsatz von AKT-
oder ERK-Inhibitor ausreicht, um das Auftreten der Tumorstammzellmarker unter
fraktionierter Bestrahlung zu verhindern. Auch das Auftreten der EMT-Marker N-Cadherin,
Z0-1, TCF/ZEB1, Slug und Snail wird durch einfache Inhibition und deutlich unter dualer
Inhibition komplett reduziert.

Dies zeigt einen deutlichen Einfluss der unter Bestrahlung hochregulierten AKT und ERK
Signalwege auf die Induktion von EMT- und CSC-Markern. Unterstrichen wird durch diese
Ergebnisse das Potential eines klinischen Einsatzes von Inhibitoren des AKT- oder ERK-
Signalweges bei HNSCC, da in vitro neben Migration auch die EMT und das Auftreten von

Zellen mit Markern von Tumorstammzellen verhindert werden konnte.
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6. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es zu Uuberprifen, welche Tumorzellsignalwege zur
strahleninduzierten Migration bei Kopf-Hals-Tumoren fuhren. Es sollte erforscht werden,
welchen Einfluss einfache und fraktionierte Bestrahlung auf Proliferation, Uberleben,
Migration und Invasion von HNSCC-Zellen hat und welche Zellmoleklle diese

biologischen Eigenschaften vermitteln.

Es konnte gezeigt werden, dass unter einfacher Bestrahlung eine kollektive Aktivierung
des AKT-, des ERK- und des p38-MAPK-Signalweges erfolgt, was eine Inaktivierung des
Tumorsuppressors GSK3B zur Folge hat. Diese Inaktivierung fuhrt zu einem Verlust der
Phosphorylierungen von FAK und Paxillin, einem Integrinverlust von 1 und 4 sowie
einem verminderten Abbau des (-Catenins, Proteinen, denen eine starke Rolle im
Migrationsverhalten zugeschrieben wird. Diese Veranderungen korrelieren mit vermehrter
Tumorzellmigration im Wound Healing Assay. Durch alleinige Inhibition eines dieser drei
aktivierten Zellsignalwege konnte die strahleninduzierte Migration auf das Niveau der
unbestrahlten Kontrolle zuriickgefuhrt werden und die Inaktivierung von GSK3[3 sowie von
FAK, Paxillin und der Integrine aufgehoben werden.

Des Weiteren wurde nachgewiesen, dass es unter einmaliger Bestrahlung zu einer
Stabilisierung des mTORC2 bei HNSCC kommt, welcher eine dauerhafte Aktivierung von
AKT bedingt. Diese Stabilisierung wird dadurch vermittelt, dass Sin1 unter Bestrahlung
keine Phosphorylierung an Threoninresten aufweist. Zudem konnte gezeigt werden, dass
AKT die Phosphorylierung von Sin1 am Ser385 beeinflusst.

Mittels dreidimensionalen Spharoidmodellen konnte zum einen bewiesen werden, dass es
auch bei Spharoiden unter Bestrahlung zu einer gesteigerten Tumorzellausbreitung
kommt, zum anderen wurde eine Abnahme von E-Cadherin in den Randbereichen von
Spharoiden detektiert, ein Hinweis auf EMT.

In Versuchen mit Invasionskammern wurde fur die Cal27 Zelllinie und die UD-SCC-5
Zelllinie eine vermehrte Tumorzellinvasion vor allem unter fraktionierter Bestrahlung
festgestellt. In Western Blot Analysen konnte gezeigt werden, dass eine fraktionierte
Bestrahlung zu einer vermehrten Expression von EMT-Markern fuhrt. Ebenso kommt es
dabei zum Auftreten von Markern, die bei Zellen, die Tumorstammzell-Eigenschaften
besitzen, gefunden wurden. Durch Inhibition des AKT- und ERK-Signalweges konnte das
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Auftreten von EMT- und CSC-Markern unter fraktionierter Bestrahlung verhindert werden.

Diese Ergebnisse zeigen deutlich die Rolle der EGFR-abhangigen Signalwege bei
HNSCC unter ionisierender Bestrahlung auf. Ein klinischer Einsatz dieser Inhibitoren hat
das Potential, Tumorzellmigration, Invasion, EMT und das Auftreten von Zellen mit

stammzellahnlichen Eigenschaften zu verhindern.
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